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Resumen Andrea Alberti 
La Mosca Sudamericana de la Fruta, Anastrepha jiaterculus 
(Wiedmann), diptero perteneciente a la familia Tephritidae, es una 
importante plaga de Moles frutales, silvestres y cultivados, que provoca un 
gran daiio economico a lo largo de su extensa distribucibn geo@ca en el 
continente americano. En esta tesis se estudiaron poblaciones naturales de 
esta mosca en diferentes localidades de la Republica Argentina y en una 
localidad del sur del Brasil, por medio de distintas metodologias 
(Electroforesis de Isoenzimas, PCR + RFLP y Secuenciacion). El objetivo 
h e  analizar la estructura y la variacibn genktica en dichas poblaciones a fin 
de poner a prueba la "Hipbtesis del Complejo de Especies Cripticas" 
propuesta por varios autores. Las diferentes metodologias aplicadas 
evidenciaron una variabilidad compatible con la esperada para poblaciones 
de una misma especie, sin una estructuracion genetica asociada a la 
distribucibn geogritfca. Por lo tanto 10s argumentos expuestos en este 
trabajo sugieren que las poblaciones de nuestro pais constituyen una h i ca  
especie biologics. 
Palabras claves: Anasirepha jiaterculus, isoenzima, PCR-RFLP, 
secuenciacion, haplotipo, variabilidad genetica, estructura genktica. 
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The South American f i t  fly, Anastrepha fiaterculus (Wiedmann), 
a dipteran belonging the family Tephritidae, is an important plague of 
cultivated and wild f 5 t  trees that causes great economic damage 
throughout its extensive geographic distribution in the American continent. 
In this thesis natural populations of this fly fiom different localities from 
Argentina and in a locality of south Brazil were studied, by means of 
different methods (Isozymes, PCR + RFLP and Sequencing). The objective 
was to analyze the genetic structure and variability in these populations in 
order to evaluate the "Hypothesis of the Complex of Criptic Species", 
advanced by several authors. Different methodologies applied demonstrated 
a variability compatible with that expected for populations of a same 
species, without genetic structure associated to the geographic distribution. 
Therefore the arguments exposed in this work suggest that populations of 
our country belong to a single biological specie. 
Key words: Anastrepha fiaterculus, allozymes, PCR-RFLP, 
sequencing, haplotype, genetic variability, population structure. 
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"Es interesante contemplar un enmaraiiado ribazo cubierto por 
numerosas plantas de muchas clases, con pajaros que cantan en 10s 
matorrales, con varios insectos revoloteando en torno y con gusanos 
que se arras- por entre la tierra hhneda, y reflexionar que estas 
formas primorosamente construidas, tan diferentes entre si, y que 
dependen mutuamente unas de otras de modos tan complejos, han sido 
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Introducci~n Andrea Alberti 
Anastrepha Jideralus, vulgarmente conocida como la Mosca 
Sudamericana de la Fruta, es un tefr-itido cuya identidad especifica ha sido y 
es muy controvertida. 
Varios autores discuten si es adecuado hablar de una h i ca  especie 
biologics o si, por el contrario, lo que hoy denominamos A. ficaterculus 
seria en realidad un grupo de especies cripticas, o un complejo de especies, 
ampliamente distribuido a lo largo de buena parte del continente americano. 
Establecer la ubicacicin de un organismo en una determinada especie 
es un tema crucial de la Biologia, ya que las especies biolbgicas son su 
principal objeto de estudio. 
Por lo tanto, pregutltarse acerca de la pertenencia de las poblaciones 
argentinas a una o mas entidades del rango de especie propone una 
estimulante y atractiva busqueda. 
1 .I. Algunos conceptos importantes en Genetica Evolutiva 
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I .I .I. iQue es la especk en Biologia? 
Desde tiempos inmemoriales 10s seres humstnos se maradaron por 
la enorme y fascinante diversidad biol6gica y sieqre intentaron clasificar a 
10s organismos uivientes, como un modo de apoximarse a la comprensi6n 
de dicha diversidad. 
Esta necesidad de clasificacion dio como resultado el advenimiento 
de una disciplina conocida como Biotaxommia o Sistemittica Biolbgica. 
Fue asi como en el siglo XWlI sur@ la "jmarquia limed" 
(Linnaeus 1758), que serh la hnamienta con la que los biologos inteataron 
ordenar la diversidad biolbgica, Esta jerarquia esth c~nstituida pox las 
llamabs categosias bxtoIli,micas, ma serie de conjuntos que tienen como 
hltimo eslabb o conjunto m b  pequeiio, iac1uido en otros de rango 
superior, a la especie. 
Dentro de las numerosas definiciones de especie tal vez no exista una 
ideal y deban ser mcesarios una pluralidad de conceptos para & M a .  
(Templeton 200 13. 
El concept0 bklogico de especie propuesto por Dobzhaky  en 
1937, establecia que lag especies eran "sistemas de poblaciones cuyos 
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cambios geneticos estsn limitados por un mecanismo de aislamiento 
reproductivo o quizas por una combinacion de varios de esos mecanismos". 
Mas tarde, en 1951, Simpson definia el concepto evolutivo de 
especie como "un linaje (0 secuencia de poblaciones ancestro-descendiente) 
que se desarrolla separadamente de otros con su propio papel evolutivo y 
tendencias" . 
Otra de las definiciones es el concepto cohesivo de especie 
enunciado por Templeton en 1989, defhido como ''la m k  inclusiva 
poblaci6n de individuos que tienen potential cohesivo a traves de 10s 
mecanismos intrinsecos de cohesion, tales como factores de cambio 
genetic0 (introducci6n de nuevas variantes geneticas a travks del flujo 
genico) y factores de cambio demogeogr~co (dead0  por el nicho 
fundamental y por introduccion de nuevas variantes gknicas a travks de la 
deriva y la seleccion natural) ". 
Cuando 10s biologos clasifican a 10s organismos con 10s que trabajan 
lo hacen en base a una serie de caracteristicas comunes de dichos 
individuos, Sean Cstas morfol6gicas, fisiologicas, etolbgicas o moleculares, 
y atenikndose a alguna de las definiciones ya mencionadas. 
Proceden asi a distinguir "grupos de individuos que en la naturaleza 
esih unidos por relaciones geneticas, poblacionales y evolutivas. Y son 
estos grupos 10s que 10s biblogos evolucionistas tienen en cuenta cuando 
utdkan el concepto de especie" (Reig, 1979). 
Decidir si dos o mas poblaciones emparentadas pertenecen a una o 
m k  especies es adentrarse en uno de 10s eventos mas cruciales en la 
historia de 10s seres vivos como es la especiacion. 
Introduction Andrea Alberti 
Como dice Ayala, (1976): "Dentro de 10s procesos cladogenkticos 
uno de 10s d s  decisivos es la especiacibn, el evento por el cual una especie 
puede separars en dos o mhs. Las especies son, por lo tanto, unidades 
evolutivas independientes. Los cambios adaptativos que ocurren en una 
especie o en una poblacibn pueden extenderse a todos 10s miembros de la 
especie por seleccibn natural? per0 no pueden extenders a otras especies" 
Dentro de este marco se ubica la discusion sobre el complejo de 
especies de A. ~atmcuius, descripto por muchos autores de acuerdo a sus 
investigaciones en diferentes localidades del continente americano (ver item 
1.2.3.). 
A partir de esta discusion, la intention de esta tesis es aproxhase a 
una respuesta para la pregunta del titulo e intentar un aporte de evidencias 
geneticas que contribuyan a resolver la identidad taxonbmica de las 
poblaciones argentinas. 
1.1.2. Variation gen6tica y Flujo genico 
Un concept0 bkico de la genktica de poblaciones es el de la 
ccpoblacion mendeliana". ~ s t a  se define como un conjunto de individuos 
interfkrtiles de la misma especie, que poseen un reservorio gknico el cual es 
trammitido de generation en generacibn, conforme a las leyes de la 
herencia mendeliana. 
S e e  el modelo enunciado por de la ley de Hardy-Weinberg, si 
estas poblaciones mendelianas son de tarnafio grande, existe panrnixia y no 
ocurren procesos tales como mutacibn, selection natural, deriva y flujo 
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genico entre poblaciones vecinas, entonces las fiecuencias gknicas y 
genotipicas se mantendrh estables en el tiempo. 
Si en una determinada region se encuentra que coexisten dos o mas 
entidades del rango de especie cercanamente emparentadas, esto implica 
que se han desarrollado entre ellas mecanismos de aislamiento 
reproductivo, delineados dentro del proceso evolutivo de dicho grupo. Por 
el contrario si estos mecanismos de aislamiento reproductivo no se han 
desarrollado, esto implica que entre las poblaciones debe existir a l g h  grado 
de flujo gknico. 
La interruption del flujo gknico entre poblaciones de una misma 
especie da comienzo al proceso de especiacion. Este puede ser simpairico o 
alopairico. 
Ambas situaciones se dan en el denominado complejo de especies de 
A. fiarte~culus, se@ describen varios autores. Es el caso, por ejemplo, de 
Brasil donde coexisten simpatricamente entidades suficientemente aisladas 
desde el punto de vista genetic0 como para considerarlas especies distintas 
(Morgante 1980, Selivon 1996). 
Tambikn estaria ocurriendo esta intenupcion del flujo genico entre 
poblaciones alopatricas de A. ficsterculus segh 10s ejemplos mencionados 
pos Steck (1991). 
Flujo gknico es un tkmino que indica transferencia de genes de una 
poblacion a la otra. Esta transferencia ocurre generalmente por la migracion 
de individuos, ya sea esta activa o pasiva, y la integration de esos 
individuos migrantes como miembros sexualmente activos de la poblacion a 
la que emigran. En el caso de este organismo es muy probable, dada la falta 
de controles fitosanitarios entre las provincias de nuestro pais, que ocurra 
una migracion pasiva de moscas trasladadas en 10s h t o s  que transportan 
Introduccion Andrea Alberti 
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10s hombres de un lugar a o-tro. 
Entre otras cosas, el grado de diferenciacibn genktica eutre las 
poblaciones estudiadas va a depender de la intensidad con que ocma este 
flujo gknico. 
1.1.3. Filogeografia 
El anhlisis de la variacibn genktica de una determinada especie a lo 
largo de una distribucibn espacial dada supone el estudio de la variacibn 
geogrhfica de dicha especie o biogeografia. 
Si este estudio implica ademas el aniilisis de 10s principios y 
procesos que gobiernan la distribucibn geograca de linajes genealbgicos, 
entonces estamos hablando de filogeogr&a (Avise 1994, Han y McPheron 
2000). 
Este andisis se aplica a nivel intraespecifico o de especies 
cercanamente emparentadas, e intenta revelar la historia del grupo en 
cuestion. 
"En un sentido amplio, la filogeografia comprende 10s estudios 
filogenkticos de la distribucibn espacial de cualquier caracteristica 
(morfolbgica, etolbgica, etc.); sin embargo en la actualidad la disciplina se 
basa principalmente en el anhlisis de ADN mitocondrial (ADNmt)" (Lanteri 
y Confalonieri 2003). 
La introduction de datos provenientes del anhlisis del ADN 
mitocondrial produjo una revolution en la perspectiva filogenktica de la 
Introduccion Andrea Alberti 
8 .  / .  : 
I - 
8 ,  . 
8 I L. 
I - 
' 'L 









8 : . 
I --' 




I !  + 
- 
estructura de las poblaciones, debido a1 m o d ~  de herencia de este marcador 
(Avise 1994, Han y McPheron 2000). 
El ADNmt, en la mayoria de 10s casos, se hereda en forma materna, 
no recombina y sus secuencias evolucionan rapidamente, lo que provee 
mliltiples alelos o haplotipos que pueden ser ordenados filogenkticamente 
dentro de las especies. 
Estos clones de ADNmt genkticamente relacionados pueden ser 
localizados g e o ~ c a m e n t e  y tienden a estar contiguos o solapados (Avise 
1994). 
Probablemente la localizacibn de clones de ADNmt relacionados en 
la mayoria de las especies refleja flujo gknico entre estos clones o 
haplotipos. (Avise 1994). 
1.1.4. Las moscas de la familia Tephritidae como modelo de 
estudio en Genetica de Poblaciones 
El ciclo de vida de las moscas de la f d a  Tephritidae tiene ciertas 
caracteristicas distintivas que la convierten en un interesante modelo de 
estudio para la Genktica de Poblaciones (ver Fig. 1.2). 
Una vez que la hembra fertilizada pone 10s huevos en una h t a  
madura, las larvas permanecen dentro de ella hasta la finalizacibn del tercer 
estadio larval, luego del cud emerge la pupa. De este modo el ambiente, 
dmante el period0 que va de huevo a pupa, es discontinue dado que 10s 
individuos tienen su movilidad restringida al h t o  donde fueron ovipuestos. 
Los adultos inmaduros, por el contrario, tienden a dispersarse en la 
busqueda de agua y aliment0 en un ambiente que para ellos es continuo. 
?- 
(I. , 
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Tienen una capacidad de dispersibn relativamente alta y alcanzan la 
madurez sexual aproximadamente a 10s diez dias (Petit Marty y Vilardi 
1999). 
Es decir que las poblaciones naturales de esta especie, tal como sucede 
con muchas especies de parbitos, no ocupan un ambiente d o m e ,  ya que 
durante la generacibn larval la poblacibn se encuentra estructurada en un 
nhe ro  finito de parches discretos, efimeros y heterogkneos (10s frutos). 
(Civetta et al. 1990, 1995, Michalakis et al. 1993, Alberti et al. 1999,2002). 
Esto time una gran influencia en la distribuci6n de la variation 
gen&ca y el mod0 de accibn de 10s mecanismos adaptativos. Lo cual es una 
consecuencia del muestreo al azar dentro de cada h t o  del acervo de genes de 
la poblacibn total. 
Es decir que la variabilidad genktica dentro de cada h t o  tendera a 
ser baja en comparacibn con la de la poblacibn global lo cual limitad el 
mod0 de accion de la Seleccibn Natural. 
La dispersibn vuelve a ser atnplia, en cambio, durante la generacibn 
adulta lo que permitiria el apareamiento aleatorio. Este tipo de estructuracibn 
es similar al que se observa en otros organisnos, como por ejemplo 
Drosopltifu buzz&*i y otros insectos holometitbolos, en 10s que la movilidad 
de las larvas esth restringida. (Thomas y Barker 1990, Vilardi et al. 1994b). 
El estudio de la estructura genktica de A. fiaterculus basado en la 
variacibn alozimica de adultos emergidos de guayabas en una poblacibn 
natural se realizb por primera vez en nuestro pais en la localidad de Yuto, 
provincia de Jujuy. (Alberti et al. 1999) 
El enfoque de la Genktica de Poblaciones provee evidencia acerca de 
la estructura genktica de las poblaciones de una especie y estos datos 
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pueden estudiados para discutir el movimiento de las poblaciones de una 
especie plaga a una escala local o global. 
Es claramente un estudio fundamental para biblogos interesados en 
aspectos evolutivos basicos, desde la evolucibn de la pxefaencia pm 10s 
hospedadores, el comportamimto, la morfologia, la fisiologia, basta 10s 
mecanismos de especiacibn. Sin embargo, es tambik de decisiva 
importancia a la hora de estudiar aspectos m h  aplicados y relativos al 
manejo de la plaga (McPheron 2000-b). 
La Genktica de poblaciones puede entonces brindar informacibn 
sobre el grado de variabilidad genktica de las poblaciones mediante el 
estudio de sus fiecuencias gknicas y genotipicas. 
Es tambikn posible estimar el tamaiio efectivo de las poblaciones, la 
taza de migracibn entre poblaciones vecinas, el origen de las poblaciones 
colonizadoras o la ocurrencia de diferencias selectivas entre genotipos 
(Civetta et al. 1990). Asimismo, determinar si estamos en presencia de una 
poblacibn homogknea. 
Todos estos aspectos son interesantes, tanto desde el punto de vista de 
un estudio bhico como de un estudio aplicado, por ejemplo, la evaluacibn de 
10s mktodos mas apropiados para controlar la plaga. Entre estos se destacan la 
Tkcnica del Insecto EstM (TIE) y la liberacibn de parasitoides, 
La TIE es un mktodo de control genktico que consiste en liberar al 
ambiente, idestado por moscas de la h t a ,  machos de una poblacibn de 
laboratorio criados masivamente y previamente esterilizados. Esta liberacibn 
de machos estkriles de laboratorio tiene por objeto establecer la competencia 
con 10s machos silvestres en el apareamiento, logrando asi que se produzcan 
un gran nhe ro  de cbpulas estwes y se reduzca drhsticamente el nhe ro  de 
individuos de la poblacibn en la siguiente generation. 
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La liberacibn de parasitoides es un mktodo de control biolbgico que 
consiste en liberar himen6pteros parasitoides a1 ambiente, 10s cuales parasitan 
a 10s estadios larvales de 10s tefiitidos impidikndoles llegar a adulto, lo que 
tambikn logra disminuir considerablemente la siguiente generacibn de 
moscas. 
Para poder desarrollar ambos mitodos d fundamental saber si la 
poblacibn e d  aislada o si recibe migrantes de poblaciones vecinas, si es 
estable y homogknea o, si por el contrario hay mas de una entidad (variedad, 
raza, subespecie o especie) involucrada. 
Esto es particularmente importante en el caw de la TIE, debido a que 
10s mecanisnos de aislamiento reproductivo adquiridos en el transcurso del 
proceso evolutivo harh imposible la cruza de 10s indivichos de distintas 
poblaciones naturales con 10s criados en el laboratorio. 
En el caso de 10s parasitoides serh tambikn fundamental saber si la 
poblaciones corresponden a una misma entidad taxbnbmica, ya que en 
algunos casos estos himenopteros pueden ser especificos de especie. 
1 .I .5. Herramientas moleculares para cuantificar la variabilidad 
genetica 
Previamente al advenimiento de 10s avances en la Biologia 
Molecular, las herramientas para el estudio de 10s organismos se basaban en 
la comparacion de datos morfblogicos, fisiolbgicos, etol6gicas y otras 
caracteristicas fenotipicas analizables (Avise 1994). 
lnboduccion Andrea Alberti 
A partir de la dkcada del '60 la Sistedtica Molecular tambikn 
emple6 el metodo cornparativo, per0 la comparacibn involucraba directa o 
indirectamente a 10s acidos nucleicos (Avise 1994). 
a) Las lsoenzimas 
En 1966 tres laboratorios independientes (Harris, Johnson et al. y 
Lewontin y Hubby) publicaron la primera estimacibn de la variabilidad 
genktica, basada en electroforesis de proteinas (Avise 1994). Contribuyeron 
de esta forma a la discusibn entre la hip6tesis Clisica y la hipbtesis 
Equilibrada sobre la estructura genktica de las poblaciones naturales, 
avalando en el laboratorio 10s postulados del equilibria. 
La escuela "Clisica" (Morgan, Miiller, Goldschmidt) sostenia que 
10s genes de una poblacibn estaban representados por su forma salvaje y se 
cbmbinaban de manera homocigota para la mayor parte de 10s loci ghicos. 
La escuela del "Equilibrio" (Dobzhansky, Ayala), por el contrario, 
enunciaba que el polimorfismo era considerable dentro de las poblaciones 
lo que implicaba la presencia de alelos distintos en muchos loci. Quedb 
demostrado mediante estos trabajos, y muchos otros basados en 
cruzamientos, que la variabilidad genktica era mayor que la que predecia la 
escuela clikica. @epew, 1995). 
Con la tkcnica de la electroforesis de isoemimas 10s genetistas de 
poblaciones no tardaron en def5.r y cuantificar dos estimadores bisicos de 
la variacibn genktica: la proporcibn de loci polimirficos en una poblacibn y 
el n h e r o  promedio de loci heterocigotas de un individuo. 
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La electroforesis de isoenzimas se basa en la propiedad qw tienen 
las proteinas, con diferentes c a r p  netas, de migrar en un camp0 elictrico 
cuando son sembradas en un medio soporte. 
Si posteriormente se aplica sobre el soporte una tincibn histoquimica, 
se revelarh bandas denominadas electromorfos. 
Al analizar estas bandas como fenotipos se est6 estimando 
indirectamente la constitucibn genktica de 10s individuos. 
De este mod0 se puede determinar el n h e r o  de loci estructurales 
que codifican las proteinas a n ~ d a s ,  el porcentaje de loci polimbrficos en 
la poblacibn, la proportion de loci heterocigotas por individuo, etc. 
Esta metodologia es una poderosa he~~amienta para detectar 
variabilidad en poblaciones naturales. Sin embargo esta tkcnica puede 
subestinm el grado de variacibn real. Por ejemplo, la sustitucibn de un 
aminoacido por otro en una proteina puede producir una variante con la 
misma movilidad electroforktica que la anterior, y por lo tanto ambas 
resultarh indistinguibles (Harris y Hopkinson 1976). 
b) El ADN 
La prueba mhs contundente de la apreciable variacibn genktica llegi, 
en 10s tempranos '80 con la explosibn de datos aportados inicialmente por 
dos tkcnicas: 
1) Restriction Fragment-Length Polymorphisms (RFLP) o 
Polimorfismo para el Largo de 10s Fragmentos de Restriccion y 
lntroduccion Andrea Alberti 
2) Secuenciacibn (Avise 1994). 
Todos 10s milisis de RFLP involucran fiagmentos de ADN 
generados por ma  o mas endonucleasas de restriction, que luego son 
separados por su peso molecular en m gel electroforktico. 
Las diferencias entre individuos pueden resultar por la sustitucibn de 
una base en el sitio de corte de la enzima, adicibn o delesibn del ADN o 
rearreglo de secuencias (Avise 1994). 
La tCcnica de RFLP ufdizada a partir de ADNmt es muy util para 
estudiar variacibn en el nivel de especies, subespecies y poblaciones de 
muchos taxones (Steck y Sheppard 1993). 
La secuenciacih involucra el d s i s  m k  detallado de la estructura 
del ADN, ya que consiste en averiguar la secuencia de 10s nucl6otidos que lo 
componen y es, por lo tanto, el metodo que rnejor revela toda la variabilidad 
existente en M genoma. 
A lo largo del tiempo se han desarrollado diferentes mktodos para 
obtener la secuencia de nuclebtidos del ADN, sin embargo, actualmente 10s 
mas utilizados son el enzimatico de termination de cadena de Sanger 
tambib conocido como el mktodo dideoxi (Sanger et al., 1977), y el de 
secuenciacion automatics. 
El mktodo de Snager se basa en la t&acibn de la cadena de ADN 
por incorporation de nuclebtidos dideoxi (dNTPs) y resulta m k  rbpido y 
precis0 que la secuenciaci6n manual. 
h s  nuclebtidos didesoxi son nuclebtidos modScados que han 
perdido el grupo hidroxilo en la posicibn 3' de la desoxirribosa. Estos 
nuclebtidos pueden incorporarse a la cadena de ADN que se estCl 
sintetizando. Cuando esto ocurre no es posible que se ma  a ellos ningh 
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otro nucleotido por el extremo 3'. Por lo tanto, una vez incorporado un 
nucle6tido didesoxi se tennina la sintesis de la cadena de ADW. 
Deben realizarse cuatro mezclas en sendos tubos de ensayo, 
conteniendo cada uno todo lo necesario para la formacion de la doble 
helice, mhs uno de 10s cuatro nucleotidos didesoxi en cada tubo. 
Por este sistema, en cada mezcla de reaccion se producen una serie 
de mol6culas de ADN de nueva sintesis de diferente longitud, que tenninan 
todas en el mismo nucleotido, marcadas radiactivamente por el extremo 5'. 
Los fiagmentos de ADN de nueva sintesis obtenidos en cada mezcla 
de reaccion se separan por tamaiios mediante electroforesis en geles 
verticales de acrilamida que permiten distinguir hgmentos de ADN que se 
diferencian en un solo nucleotido. Una vez terminada la electroforesis, se 
obtiene una autorradiografia, donde la aparicion de ma banda en ma position 
concreta, en ma de las cuatro calles, indica que en ese pmto de la secuencia 
del ADN esth la base correspondiente al nucldtido didesoxi utiljzado en la 
mezcla de reaccion correspondiente. 
Teniendo en cuenta que el ADN de nueva sintesis crece en la direcci6n 
5' - 3', si comenzamos a leer el gel por 10s hgmentos de menor tamaiio, 
extremo 5', y avanzamos amentando el tam&o de 10s fiagmentos hacia 3', 
obtendremos la secuencia del ADN de nueva sintesis en la direction 5' - 3'. 
La principal diferencia entre el metodo enzimatico de tenninacion de 
cadena y el metodo automatico de secuenciaci6~ radica en el tipo de 
marcaje. En el mktodo automatico en vez de radiactividad se utiliza 
fluorescencia y lo habitual es realizar cuatro mezclas de reaccion, cada una 
con un nuclebtido trifosfato (dTTP) marcado con un fluorocromo distinto. 
Este sistema permite automatizar el proceso de manera que es posible leer 
a1 mismo tiempo 10s ADNs de nueva sintesis product0 de las cuatro 
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mezclas de reaccibn. El color de cada banda corresponde al del 
dideoxinuclebtido 3' terminal de ese fi-agmento. No solo pueden detectarse 
10s cuatro colores terminada la separacibn electroforktica, sin0 que a 
medida que ksta transcurre, el detector puede medir la presencia de las 
bandas que van pasando por el haz laser y su color. 
Se genera asi un registro informatizado de 10s cuatro perfiles de color 
que, combinados, se interpretan como una secuencia. 
Tanto la metodologia de 10s RFLPs como la secuenciacion son muy 
podaosas si ademk se asocian a otra: la Polymerase Chain Reaction (PCR) o 
Reaccibn en Cadena de la Polimerasa, ya que resulta much0 m k  sencillo y 
riipido amplificar que clonar. Por otro lado la gran sensibilidad de la PCR 
permite con muy poca mtidad de ADN obtener m u c h  copias del fi-agmento 
analizado (Avise 1994). 
En particular, el ADN mitocondrial (ADNmt) posee ciertas 
caracteristicas que lo hacen muy utd en 10s estudios filogenkticos y 
poblacionales. 
Se trata de una molCcula circular, tipicamente de 15-20 Kilo-bases 
QCb) de longitud, compuesta de alrededor de 37 genes que codifican para 22 
ARN de transferencia (ARM), 2 ARN ribos6micos (ARNr) y 13 ARN 
mensajeros (ARNm). 
Estos genes codifican para proteinas especificas que actkin en el 
tmmporte de electrones y en la fosforilacion oxidativa 
Existe ademk una "region de control" de alrededor de 1 Kb que inicia 
la replication y la transcripcibn (Clary et al. 1985, Beard et al. 1993, Avise 
1994, Simon et al. 1994). 
Estos marcadores mitocondriales presentan muchas ventajas ya que 
son faciles de manipular, se heredan como clones, son de copia simple, no 
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recombinantes y abundantes. 
Estudios tempranos en m d e r o s  y otros posteriores en nematodes y 
en Drosophila, demostmon que la tasa promedio de evolucibn del genoma 
mitocondrial es 5 - 10 veces d s  alta que la del genoma nuclear (Beard et al. 
1993, Simon et al. 1994). 
Existen numerosas molkulas de ADNmt en una sola cClula. Los 
individuos son generalmente homoplhmicos, es decir, con una sola secuencia 
de ADNmt en todos ms tejidos, probablemente debido a un cue110 de botella 
en el ni'mero de copias de ADNmt en las generaciones intermedias de cC1ulas 
germinales (Avise 1994). 
Las distintas regiones del ADNmt evolucionan a diferentes tasas. Por 
ejernplo, la region de control cambia muy riipidamente dentro y entre 
especies, sin embargo, las regiones que cod5can para 10s ARNr 
cambian muy lentamente, con secuencias que se conservan casi idhticas 
entre regiones homblogas de procariotas y eucariotas. 
Esta heterogeneidad en la fiecumcia de cambio en las distintas 
regiones es la causa por la cual el ADNmt puede ser usado tanto en filogenia 
de poblaciones como de taxones de rango superior (Avise 1994, Han et al. 
2000). 
Por dtimo, las mitocondrias se heredan por via materna, salvo muy 
mas excepciones, por lo que 10s genotipos mitocondriales representan 
caracteres no recombinantes asexualmente transmitidos por las hembras. 
Por eso para referirse a1 genotipo mitocondrial se habla de clon o 
haplotipo (Avise 1994, Han et al. 2000). 
Introduction Andrea Alberti 
I .2. Acerca de Anatrepha fmtercuJus 
La Mosca Sudamericana de La Fruta es un diptero perteneciente a la 
Familia Tqhritidae. Ha sido colocada en el g m p ~  ftaterculus, que r&e 
aproxiaytdamenbe treinRa especies, entre las que se encuenQan: A obJiqua, 
A. sor~r~uula y A. renil& que presentan el apice d d  ovipositor muy 
semejante al dc A fiaterctclus. (He&dez-Ortiz, 1992, Norrbom 1988) 
A continuacibn se detalla su clasificacibn: 










Especie: Anastrephafiaterculus (Wiedemann) 
I .2.2. Algunos aspectos de su biologia 
Los insectos de la familia Tephritidae son fitbfagos. Las hembras de 
estos dipteros depositan sus huevos en tejidos vegetales vivos. 
Dentro de esta familia algunos gdneros utilizan la pulpa de 10s h t o s  
como sustrato para el desarrollo de las larvas. Estos gheros son: 
Anastrepha? Bactrocera9 Ceratitis? Dacus, Ragholetis y Taxotrypana. 
Todos ellos son plagas de tirboles fiutales (Morgante 199 1, Selivon 1996). 
Anastrepha Shiner es el gknero m k  grande y economicamente 
importante de la familia Tephritidae en Amdrica (Norrbom y Kim 1988). 
Este gdnero neotropical es autoctono y enddmico de Amdrica. Se lo 
considera probablemente originario de Sudamkica con posterior dispersion 
hacia el norte del continente. Esta estimacibn se basa en la mayor diversidad 
especifica y la amplia gama de hospederos halladas en el sur del continente 
(Hernbdez-Ortiz 1992, Aluja 1994, Salles 1995). 
Morgante y colaboradores en 1980 sugirieron que algunas de las 
especies del gdnero son relativamente jovenes y que la especiacion h e  ripida 
y reciente. 
El gdnero Anastrepha incluye alrededor de ciento ochenta especies 
pobremente conwidas desde el pmto de vista biol6igico. 
El conocimiento del gdnero se reduce a las siete especies de 
importancia econbmica. Estas son: A. @aterculus, A. grandis, A. ludens, A. 
obligua, A. s e r p d a ,  A. striata y A. suspensa (Norrbom y Kim 1988, 
Steck 1991, Hernhndez-Ortiz 1992, Aluja 1994). 
La identificacion de las especies se basa casi exclusivamente en la 
morfologia del apice del ovipositor de las hembras adultas, y tambidn en las 
28 
variaciones del patron de manchas alares, aunque esta idtima caracteristica 
por si sola no es suficiente para discrimin= especies (Salles 1995). 
En Argentina se encontraron treinta especies pertenecientes a la 
familia Tephritidae que infestan &boles htales nativos e introducidos 
(Rosilio 1953, Hayward 1960, Turica y Mallo 1961, Blanchard 1961, 
Norrbom y Kim 1988, HernStndez-Ortiz y Aluja 1993). 
Dentro del ghero existen dieciacho grupos taxonomiicos basados en 
caracteres morfologicos. Entre ellos encontramos el grupo Fraterculus, que a 
su vez comprende veintisiete especies (Zuchi 1981, Norrbom y Kim 1988, 
Hemhdez-Ortiz 1992, Hemhdez-Ortiz y Aluja 1993). Una de estas 
especies es A. fiatercultcs (Wiedemann), conocida vulgarmente como la 
"Mosca Sudamericma de la Fruta7'. 
Esta especie estii ampliamente distribuida a lo largo de las regiones 
tropicales y subtropicales de Amkrica, desde el sur de 10s Estados Unidos 
hasta el norte de incluyendo la mayoria de las islas del Caribe. 
(Norrbom y Kim 1988, Steck 199 1, Hernhdez-Ortiz 1992, Aluja 1994). 
Sin embargo, se recuperaron adultos de A. fiaterculus de h t a s  
infestadas a latitudes mas bajas, en poblaciones cercanas a la ciudad de 
Buenos Aires (34" 40' S) (Vilardi et al. 1994% Alberti et al. 1999,2002 ). 
Las principales caracteristicas morfolbgicas de esta especie se 
pueden ver en la fig 1.1. En la misma se puede apreciar el dimorfismo 
sexual, el cual radica fimdmentalmente en la liltima porcibn del abdomen. 
Mientras que en las hembras Csta es puntiaguda, por la presencia del 
ovipositor, en 10s machos tiene forma redondeada. Tambikn el tama.60 
general del cuerpo constituye una diferencia, siendo las hembras mhs 
grandes que 10s machos. El adult0 mide, en promedio, 7mm de longitud y 
16 mm de envergadura de alas. (Salles1995). (Fig. 1.1). 
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Fig. 1.1: Macho y Hembra de A fraterculus. (Allinghi 2002). 
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Como el resto de 10s tefi-itidos, 10s insectos de esta espeeh son 
holometabolos, es deck que su cicb de vida comprende ma metamoxfosis 
completa. 
Por medio del ovipositor la hembra perfora la pie1 de 10s h t o s  para 
oviponer, depositando 10s huevos en la regibn del epicarpio o mesocarpio. 
Estos se desarrollan en tres estadios larvales que se alimentan del fi-uto. 
La larva del tercer estadio sale del h t o  y empupa en el suelo. Esta 
pupa se transforma luego en un adulto de vida libre, reiniciando el ciclo de 
vida (Morgante 1991, Aluja 1994, Salles 1995). (Fig. 1.2). 
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EN EL FRUTO LAS LARVAS CONSUMEN 
AFAREAMIENTO 4 ,  
PUTI~ACCION 
DEL FRUTO 
PUP' EN EL 
SUELO 
Fig. 1.2: Ciclo de vida de Anattdrephafiaterculus. (Sallles 1995). 
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En condiciones de laboratorio, con dieta artii?cial, temperatura 
constante de 25°C y 70-80 % de humedad relativa, el period0 que va desde 
el huevo hasta la emergencia del adulto es de treinta &as para machos y 
treinta y dos &as para hembras. Esta cantidad de tiempo es altamente 
dependiente de la temperatura y humedad, siendo estos dos factores 
abibticos, junto con la disponibilidad de hospedadoreq 10s reguladores mas 
importantes de la dinbnica poblacional (Salles 1995). La madurez sexual se 
alcanza aproximadamente a 10s diez &as de la emergencia del adulto (Petit 
y Vilardi 1999). 
Tanto 10s estadios inmaduros como el adulto requieren vitaminas, 
aminoacidos, minerales, carbohidratos y agua para desarrollarse, sobrevivir 
y reproducirse. Tales nutrientes son obtenidos en la naturaleza de 10s 
liquidos provenientes de fi-utas en descomposicibn, heces de aves, gotas de 
lluvia, hojas y supedicies de fi-utas. (Morgante 1991, Aluja 1994, Salles 
1995). 
La longevidad de 10s adultos en la naturaleza no se conoce, per0 en 
condiciones de laboratorio (25OC, 60-80% de humedad relativa y 16 hs. de 
luz) viven hasta 170 &as. Se estima que en la naturaleza esta cifka seria 
menor, sin embargo, comparadas con otros insectos, las moscas de la h t a  
se consideran longevas (Aluja 1994, Salles 1995). 
Los adultos, de vida libre, utilizan 10s fi-utos cuando estos aim esth 
en el hrbol, como sitios de cria y alimentacibn. 
Tanto la perforation del fi-uto, mediante el ovipositor de la hembra 
que puede originar el ingreso de organismos oportunistas (bacterias y 
virus), asi como la alimentacibn de las larvas por medio de la pulpa del 
fi-uto, son las causantes de una gran disminucion en la cosecha. 
Estas ptkdidas, sumadas a las restricciones que ponen la mayoria de 10s 
paises para la compra de h t o s  libres de moscas, provocan un enorme daiio 
economico. 
Se la considera junto con Cerdtis capitata, la "Mosca del 
Mediterrheo7', como las de mayor importancia economics en Argentina. 
(Rosilio 1953, Blanchard 1961, Turica y Mallo 1961, Hernhdez-Ortiz y 
Aluja 1993). 
A. fiatercul~s utili2a como hospederos tanto airboles btales silvestres 
como cultivados, entre 10s que pueden encontrarse algunas plantas nativas y 
otras introducidas. Se la describe como altamente polifaga, con una gran 
gama de hospederos constituida por mhs de 90 especies distintas de bboles 
htales, es decir, que se tratasia de una especie generalista. Como tal, posee 
una alta movilidad (vaghdad) que le permite la biqueda de nuevos habitats 
y hospederos. 
Esta caracteristica ha innuido notablemente en su diversification en el 
continate mericano y en el patron de su distribution geograca (Norrbom y 
Kim 1988, Hernhdez-Ortiz y Aluja 1993, Ahja 1994, Salles 1995). 
Entre las especies de hospederos nativos, 10s pertenecientes a la 
familia Myrtaceae son citados como 10s de mayor preferencia por A. 
fiatercuhs, ej.: Psidium guajava L. (guayaba) y Eugenia uniflora L. 
(pitanga). 
Entre las plantas introducidas podemos citar: Coflka arabica L. 
(cafii), Eriobotrya japonica (Thunberg) (nispero), Mangtyera indica L 
(mango), Bunus perska L. (durazno), y varios citricos (Norrbom y Kim 
1988, Morgante 1991, Hernhdez-Ortiz y Aluja 1993). Se considera que 
existen dos clases de hospederos: 10s multiplicadores, que producen una gran 
cantidad de moscas, y 10s alternativos o de supe~vencia, que son infestados 
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dl0 ocasionabente y generan bajas cddades de individuos. 
Estas dos clases de hospederos variara s e g k  las distintas regiones de su 
distribucib geogrifica ([Salles 1995). 
Varios autores sugieren que Anm@eph~ fiaterculus no seria una 
hica  especie biologica, sino m grupo heterogkneo de entidades al que han 
denominado complejo de especies, (Baker et al. 1944, Morgante et al. 
1980, 1985, Steck 199 1, Selivon 1996). 
Los hdamentos que sostienen esta hipcitesis se basan en la presencia 
de variaciones morfol6gicas, gen&icas, cariotipicas, diferencias en las 
preferentias respecto de las plantas hospederas, e incluso en cierta evidencia 
de aislamiento reproductive entre poblaciones simpatticas a lo largo de su 
extensa distribucibn geoghiica. 
Esta variacibn ha generado varios sinbnimos: A. fiatrerculus (Wied., 
1830), Dacus fiaterculus (Wied, 1830), Tephr& meltea (Walkerf 1837), 
Tiypeta unicolor (Loew, 1862), Anthomya fiutnh (Weyenbergh, 1874), A. 
soluta ( B e e  1909), A. penrviana (Townsend, 19 13), A. dtWnda (Greene, 
1934), A. tr2nidaden& (Greene, 1934), A. b r m &  (Greene, 1934), A. 
pseudofi~derculics (Cappor, 1995), etc. (Zucch~, 198 1, Hddez-Ortiz  
1992). 
McPheron (2000-b) dice que la evolucibn de ma ibica caracteristica, 
ecol6gica o etolbgica, con pequehs variaciones morfologicas, o directamnte 
sin ellas, entre poblaciones, lleva a la existencia de complejos de especies 
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gemelas D cripicas 
Stone en 1942, en una extensa revision del ghmo obsenr.6 una 
variacion m~rfologica iTlaportmtey per0 se mant~vo en ma paic6n 
conservadora considemdo gue se tratstba de razas geogrbihs de ma Wca 
especie 'bis16gka. Sin embargo s u .  la existencia, en wsianes, de 
dificultades a la hora de determinar 10s limites de especk entre poblaciones, 
dejando abierta la posimdad del mp le jo  de espaies. 
Baker y c93.aboradores en 1 9 4  popusipo~ cp las poblaciones de A. 
fiatercuhs de MCxico y S b C r i c a  deb& ser considemdas como dos 
especies difcrentes tanto por srr morhlogfa conlo pm m preferencias 
alimentarias. 
Morgante ,y cokhoradores en 1980, trabajando en coleaiones 
brasileiias mostraron un, sw&i~~cial grad0 de difkrmciaeib genbtica en 
poblaciones s i m p ~ s ,  mientcas que poblacioms geogri3ka~ent.e aisladas 
revelaron dto grado de amdhd, sugiriendo que para la m a  en estudio 
podrim exis'tir cuatro dlferentes tzcmnes epmascarados en la deoominjxirin,A. 
patmcJdtls>. 
Steck en 1991, estudiando la vabilidad gmCfica & la Mosca 
Sudamericana de la Fruta en pablaciooes de Bmil, Perh y V w d a ,  
encon@ que existia entre ellas un sigifbtiva grad0 & difkreflciaci6n y 
propugo p e  la demmiaacib A. fiaf~fiulus co~~espondie~d a un p q o  
poMilCtjo de especies sinmbficas. 
Tambih Hemhdez-Ortiz en 1992 habla de una gran variacion en la 
morfologia del ovipositor dentro de A. frrrercufus, y en el patron de 
coloraci6n alar. 
Desde el punto de vista morfologico se observan a1gum.s variaciones, 
por ejemplo, en el patr6n de bandas alms. Se conocenpor lo menos tresY 
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asociados a diferentes secciones de su distribution geogriifica. Uno de ellos se 
observa en Brasil, el segundo en otras regiones de Sudam&ca y el tercero en 
AmCrica Central (Steck 1991). 
Selivon (19%) encuentra, estudiando poblaciones de esta especie en 
distintas localidades de Brad, dos grupos a 10s que denomina I y II que 
presentan divergencias genkticas s i ~ c a t i v a s  (equivalentes a las esperadas 
para especies distintas). Ambos w o s  (I y 11) muestran tambiCn evidencias 
de aislamiento reproductivo, cariotipos especificos y diferencias 
morfol6gicas. 
Todos estos autores expresan las dificultades taxonomicas que presenta 
este grupo y esto podria indicar que, al menos en algunos casos, las 
poblaciones que denominamos actualmente A. fiatercuhs incluirian grupos 
con un grad0 variable de aislamiento reproductivo. 
Estmiamos, entonces, en presencia de un complejo de especies cripticas 
dentro del gknero An&qha, como 10s anteriormente descriptos dentro de 
la f d a  Tephritidae paxa 10s gkeros Bactrocera y Rhagolatis. 
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Los ob~etiyos plmteados heron: 
1) A d h r  la variada genktica y estructura poblaciod de l a  
Mosca Sudamericana de la Fruta en distintas poblaciones naturaaes 
pertenecientes a diferentes localidades y hospederos de nuestro pais y en una 
poblacibn de la ciudad de Pelotas, Brasil. 
2) Estudiar la comelacion entre la distribution geogtfdica de las 
distintas poblaciones naturales muestreadas y su variation gen&ca 
3) Establecer si las poblaciones estudiadas en Argentina, 
constituyen una hnica especie biolbgica o por el contrario, tal como sucede en 
otras regiones del continente, conforman un complejo de especies. 
4) Contribuir de este modo a la discusi6n sobre el estado 
taxon6mico de las poblaciones argentinas de A. fiaterculus y poner a prueba 
la hipbtesis del "Complejo de Especies Cripticas" en nuestro territorio. 
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2.1. Materiales 
2.1 I. Poblaciones y hospederos 
Las poblaciones muestreadas heron elegidas tratando de abarcar, 
dentro de lo posible, la distribution geograca de la Mosca Sudamericana 
de la Fmta, Anastrephafrderculus, en nuestro pais. 
Se utiliz6 para ello el registro biblio&co (Rosilio 1953, Hayward 
1960, Turica y Mallo 1961, Blanchard 1961, Norrbom y Kim 1988, 
Hernhdez-Ortiz y Aluja 1993), y la informacibn obtenida en organismos 
estatales adecuados: Institute Nacional de Tecnologia Agropecuaria 
(INTA), y Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria 
(SENASA). 
Los sitios seleccionados correspondieron a montes htales del INTA 
(Castelar y Yuto), huertos particulares (Horco Molle, San Javier, Aicuda, 
Merlo, Posadas, Concordia, Ministro Rivadavia, Moreno, Mercedes e 
Ituzaingo), un Parque Nacional (El Palmar) y una muestra gentilmente 
donada por el Dr. Luis Salles, proveniente de la ciudad de Pelotas (Brasil). 
Desde el punto de vista b i o g e ~ ~ c o ,  todas las localidades 
pertenecen a la Region Neotropical. Dentro de esta region encontramos dos 
dominies, 10s cuales a su vez se subdividen en provincias: 
Dominio Amazonico : 
Provincia de las Yungas: Yuto, Horco Moue y San Javier. 
Provincia Paranaense: Posadas. 
40 
Material v Metodos Andrea Alberti 
Dominio ChaquNo: 
Provincia Monte-Prepma: Aicmtia. 
Provin~ia Esp&i,l: Merlo. 
Provincia Pmpeana: Concordia, El Palmar, -Moreno, 
Castelar, Ituzaingo, Mwcedes, M W B  aivadawia y 
Pelotas. 
(Cabre~a y a W W  1.989). (Ver fig. 2.1 y tabla 2,1). 
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Fig.2.1: Provincias biogeogrrificas y localidades muestreadas de las 
poblaciones de A. fiaterculus. Ver referencias en tabla 2.1 
Tab1 a 2.1: Localiznci6n geogrhfica, biogeogr$fica, plantas hospederas y rnetodologias empleadas en cada sitio 
muestreado de A. fraterculus 
, 
DISTRIBUCI~N Localidad Provincia Coordenas Plantas BIOGEOGRAFWA M&O~O (Simbolo) hospederas 
n n m  mrrn n n A W  n n ~ f i w  A T n+ T nnn 
r 
L 1 
HORCO MOLLE (HM) Tucumh 26' 48' 65'20' D I-PR-S 
wNGAs SAN J A W  ( Tucumh 26'47' 65'23' D PR 
AMAZQNICO YUTO (YU) Jujuy 3' 38' 64'27' GA I-PR-S 
POSADAS (PO) Misiones 27" 23' 5f 52' GA I-PR-S 
MONTE A I C ~ A  (AI) LaRioja 294 06' 67'42' D I-PR PREPUNA 
ESPINAL MERLO ME SanLuis 32'21' 65'02' GA PR-S 
CONCORDIA (CO) Entre Nos 3 lo 02' 58' 09' GA I-PR-S 
EL PALMAR (EP) Entre Nos 31' 59' 58' 14' GA PR 
34' 39' 58'40' ITUZAINGO (IT) Aires GA I-PR CHAQUERO -- Buenos 340 39' 580 38' CASTELAR (CA) Aires GV I-PR-S P A M P W A  
Buenos 340 40' 580 27' MERCEDES (Mer) Aires C PR 
Buenos 34O 50' 58' 22' D-C-N MINISTRo (MR) I-PR-S RIVkDAvIA 
Buenos 340 38' 580 484 MORENO (MO) Aires D 1-PR 
RfOGnrnde 31'46' 5Z021' PELOTM (PE) do sd GA PR-S 




GA: guayaba amarilla 
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Los hospederos muestreados heron: guayabas amarillas (Psidium 
guayaba L.), Msa guayaba o guayaba verde ( Feijoa seltowiana Berg.), 
duraznos (PIunus persica L.), ciruelas (Prrcnus salidna Lindl.) y nisperos 
(Erwbotrya japonica Thumb). (Ver Tabla 2.1). 
2.1.2. Coleccion de 10s individuos 
El rnktodo de coleccibn consisti6 en revisar algunos h t o s  del hbol 
que se sospechaba pudiera estar infestado, para tratar de detectar la 
presencia de larvas. Una vez determinada se procedia a colectar la mayor 
cantidad posible de fi-uta con signos de ataque por moscas de ese hbol y 
otros vecinos, para que la muestra fuera lo mas representativa posible de la 
poblacibn en estudio. 
Los frutos infestados se trasladaron a Buenos Aires, debidamente 
acondicionados en cajas de cartbn con un lecho de arena, para evitar la 
descomposicibn. 
Una vez en el laboratorio las muestras fueron tratadas, de acuerdo a1 
objetivo del anidisis que se fuera a desarrollar, de dos formas diferentes: 
a) Para el estudio de la estructura genktica de la poblacibn colectada 
en Yuto 10s frutos fueron colocados de a uno, sobre una rejilla 
methlica en fiascos con un lecho de arena en el fondo y tapados 
con tela de malla gmesa para evitar la contaminaci6n por otros 
insectos, especialmente Drosophila melanogaster, y facilitar una 
buena ventilacibn. Esta tarea se re- en el Campo 
Material v Metodos Andrea Alberti 
Universidad de Buenos Aires. 
b) Cuando se quiso, por distintas metodologias, analizar la 
variabilidad genCtica, 10s fi-utos fueron separados en pequeiios 
grupos de 10, acondicionados sobre una rejilla plktica, la que a 
su vez se colocaba en bandejas del mismo material con un lecho 
de arena en el fondo. A1 igual que 10s fiascos, y por 10s mismos 
motivos, las bandejas fueron tapadas con una tela de malla 
gruesa. Esta tarea se realiz6 en el Campo Experimental de la 
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de 
Buenos Aires para el estudio iso-tico y en el Departamento 
GenCtica del INTA de Castelar para 10s estudios de ADN. 
Peri6dicamente (cada dos dias) se procedia al examen de 10s frascos 
y bandejas con el objeto de recuperar las pupas que hubieran salido de 10s 
fhtos. Para ello se tamizaba cuidadosamente la arena y las pupas obtenidas 
era .  colocadas en fiascos de vidrio. ~ s t o s  e trasladaban a una ciunara de 
cria con mhs de 60 % de hwnedad relativa, temperatura controlada (25" C) 
y un ciclo de luz-oscuridad (14- 10 hs). 
Los adultos emergidos a partir de estas pupas, eran mantenidos 
dumte 3 6 4 &as en fiascos de 3000 cm3 de capacidad con una fuente de 
aliment0 (&car negra y proteina hidrolizada, 2: 1) y una de agua (agar al 
1%). 
Una vez finalizado el period0 de cria 10s adultos se adormecian con 
fZo (a 4"C), y luego se congelaban en un termo con aire liquid0 para su 
preservacibn y posterior anasis. 
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Toda vez que 10s individuos se sacaban del temo con aire liquid0 
para realizar alguna de las tkcnicas descriptas mas abajo, primer0 se 
determinaba su sex0 y luego se procedia a realizar una diseccion consistente 
en reservar el abdomen, con especial cuidado de la zona de la genitalia 
(cuando se trataba de una hembra) y las alas (en ambos sexos), con el objeto 
de poder hacer la determinacibn taxonomica, ya que ambas regiones del 
cuerpo se consideran claves a la hora de clasficar tefr-itidos. 
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2.2.1. Electroforesis de isoenzimas 
Para 10s estudios de variabilidad genktica y estnzctura poblacional se 
utilizaron marcadores isoenzimaticos, se& las tkcnicas convencionales 
descriptas por Harris y Hopkinson en 1976, modificadas para tefi-itidos por 
Malavasi y Morgante en 1982. 
Se llaman isoenzimas a las distintas formas moleculares de una 
enzima que catalizan la misma reaction. Las enzimas, por ser proteinas, 
tienen la capacidad de migrar en un medio soporte cuando Cste es sometido a 
una diferencia de potential elkctrico y esta migracion va a depender de su 
carga neta y de su peso molecular. 
Esta tCcnica se basa en el principio de que el product0 primario de un 
gen es un polifiptido. Es decir que el anhlisis de las proteinas seria una 
primera aproximacion al estudio del gen. Entonces, 10s fenotipos observados 
en el gel pueden interpretarse en tkrminos de genotipos. 
Los imagos heron homogeneizados en 0.1 ml de un tampon de 
extraction. Se embebieron trozos de papel Wahtman NO3 de 2 x 5 mm en 
cada homogenato y posteriormente se sembraron en geles horizontales de 
poliacrilamida al7%. 
Para la separation electrofortica se usaron cubas apropiadas de 
acrilico, conteniendo un tampon de corrida a las que se les aplico un campo 
elkctrico de 100 V x cm, a una temperatura de 4°C durante 5 horas. 
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Una vez finalizada la corrida electroforktica, 10s geles se incubaron a 
37OC durante 1 hora aproximadamente, con 10s tampones, sustratos y 
colorantes apropiados segh la enzima que se queria revelar. (Ver Apendice 
1) 
Se fijaron luego en alcohol etilico: agua: acido acktico (5:5:1), para 
la posterior interpretation genktica de las bandas. 
Se estudiaron 9 sistemas isoenzimaticos, 10s cuales se detallan a 
continuaci6n junto con 10s nheros de codigo e&tico IUPAC 
(International Union of Pure and Applied Chemistry) : 
EC 1.1.1.2 1 Aldehido oxidasa (Ao) 
EC 3.4.1 1.1 Aminopeptidasa (Amp) 
EC 1.1.1.40 Enzima mhlica (Me) EC 
EC 3.1.1.1 Esterasa (Est) 
EC 2.6.1.1 Glutamato oxalacetato transaminasa (Got) 
EC 1.1.1.3 7 Malato deshidrogenasa (Mdh) 
EC 1.6.99.2 Menadione reductasa (Mnr) 
EC 1.4.1.2 Phospho glutamato isomerasa (Pgt? 
EC 1.1.1.44 6-Phospho gluconato deshidrogenasa (6-Pgd). 
(Ver Apkndice I) 
2.2.2. ADNmt 
Se malizaron fragmentos del ADNmt pertenecientes a dos genes: el 
que c&ca para la subunidad ribodmica 16s y el que lo hace para la 
enzima citocromo oxidasa 11 (COII) respectivamente. 
Las tkcnicas empleadas heron: 
a) PCR - RFLP (gen ribosbmico 16s) 
b) Secuenciacibn (gen ribosbmico 16s y COII) 
2.2.3. Extraction de ADN 
Para desarrollar ambas metodologias el primer paso consisti6 en 
extraer el ADN total a partir de individuos adultos. Se u&b un protocolo 
que resulta ihl tanto para material fresco, congelado, pinchado o en alcohol 
( B d  et al. 1995). (Ver ApCndice II) 
2.2.4. PCR 
Una vez extraid0 el ADN de una muestra de individuos 
pertenecientes a ma poblacibn, se realizb la Reaccibn en Cadena de la 
Polimerasa (PCR), utilizando 10s cebadores que se detallan a c~;fltinuacibn. 
Material v Metodos Andrea Alberti 
Gen ribosomico 16s: 
LR-J- 12883 : 5' CTC CGG TTT GAA CTC AGA TC 3' 
LR-N- 13398: 5' CGC CTG TTT ATC AAA AAC AT 3 ' 
pang y Kocher, 199 1). 
Gen COII: 
COII S: 5'GGT CAA ACA ATT GAG TCT ATT TGA AC 3' 
COII A: 5' CCA CAA ATT TCT GAA CAT TGA CCA 3' 
(Litzanberger y Chapco 2001). 
En todos 10s casos las amplificaciones se realizaron incluyendo un 
blanco, o control negativo, con todos 10s reactivos, per0 sin el ADN. 
Para verificar si la reacci6n de amplificacion h e  exitosa 10s 
productos amplificados se mezclaron con tamp611 "loading" y se sembraron 
en geles de agarosa a1 1% en 170 ml de tamp6n TAE lX, realiziindose 
luego una corrida electrofor6tica. Los geles se prepararon con 5 pl  de 
Bromuro de Etidio y el ADN se revel6 con luz UV (A = 312 nm). (Ver 
Apbdice 11). 
En el caso del gen ribosi>mico 16S, el fragmento amplificado 
comprende una region de aproximadamente 500 pb de acuerdo con la 
information disponible en el GeneBank (AF152067 y AF152066). En 
cambio para gen COII el fragmento amplificado consta de 
aproximadamente 400 pb. 
2.2.5. Analisis de fragmentos de restriccion (RFLP) 
Se utilizd la metodologia de PCR + RFLP, se& tkcnicas descriptas 
para distintos tefitidos. (Steck y Sheppard 1993, Haymer y McInnis 1993, 
McPheron et al. 1994,1995,1997, Han y McPheron 1997). 
Esta tkcnica consiste en digerir la region amplificada del ADN por 
PCR con endonucleasas de restriccion, usualmente de cuatro, cinco o seis 
pares de bases. Estas enzimas cortan al ADN en sitios especificos cuya 
presencia o ausencia es analizada como un "locus", y constituye una 
hemamienta util para estudiar variabilidad poblacional. Los fiagmentos 
obtenidos son separados de acuerdo a su peso molecular mediante geles de 
poliacrilamida. 
La digestion se realizb siguiendo las indicaciones del fabricante en 
15- pl de reaccibn usando 10 pl del ADN amplificado. 
En este caso el product0 de la PCR h e  digerido con tres 
endonucleasas de restriction: Ase I, Ssp I y Mnl I (New England Biolabs 
Inc. Beverly, Ma. USA). 
Los sitios de reconocimiento de las enzimas utilizadas son 10s que se 
indican en el siguiente esquema: 
+ 
Ase I : 5' ....... A T T A A T ...... 3' 
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+ 
......... ....... Ssp I: 5' A A T A T T 3' 
3' ....... T T A T A A ......... 5' + 
La election de estas tres enzimas se bas6 en 10s resultados de 
McPheron (2000-a) 10s que mostraron variation entre poblaciones de 
Bertioga (Brasil) y M&da (Venezuela) en el n h e r o  esperado de sitios de 
restriction, de acuerdo con las secuencias disponibles en el GenBank 
(AF152067 y AF152066, respectivamente). (Ver Aphdice IT). 
2.2.6. Secuenciacion 
Los productos de amplification se secuenciaron s e a  la 
metodologia de secuenciacion autornatica convencional basada en una 
modificacion de la introducida por Maxam y Gilbert (1977, 1980) y Sanger 
y colaboradores en 1977. 
El mktodo de Sager (1977) se conoce como mktodo de 10s 
terminadores de cadena o dideoxi. Para este mktodo resulta esencial 
disponer de un ADN de cadena simple (molde) y un iniciador, cebador o 
"primer" complementario de una region del ADN molde anterior a donde va 
a iniciarse la secuencia. Este cebador se utiliza como sustrato de la enzima 
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ADN polimerasa I que va a extender la cadena copiando de forma 
complementaria el molde de ADN. 
La secuenciacion automatica es una altemativa al mktodo de Sanger. 
Consiste en marcar el oligo cebador o 10s terminadores con un compuesto 
fluorescente y activar la reaccibn de secuencia. 
Los productos de la reaccion se detectan directamente durante la 
electroforesis al pasar por delante de un laser que al excitar 10s fluoroforos 
permite detectar la fluorescencia emitida. 
Esta tkcnica h e  desarrollada con el secuenciador automtico del 
Laboratorio de Servicios de Biologia Molecular de Alta Complejidad del 
INTA Castelar que dirige el Dr. Rubkn Sandomeni. 
Las secuencias se editaron mediante el programa BioEdit (Hall,T.A. 
1999). La siguiente figura muestra un cromatograma obtenido mediante el 
mencionado programa: 
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170 180 
A G A A T T T G A T  T C A T A T A T A A T C C C A A C  
Fig.2.2: Cromatograma visualizado mediante el programa BioEdit 
(wall, T.A. 1999). 
2-3. Padmetros Estimados 
2.3.1. Estudio de Estructura Poblacional 
Se calcularon 10s estadisticos F (Frs, FIT, FST) de acuerdo a1 metodo 
de Nei y Chesser (1983) por medio del programa de Vilardi (1989) y Weir 
y Cockerham (1984), usando el programa GENEPOP (Raymond y Rousset 
1995). 
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Esos indices F fueron definidos por Wright (1951, 1965) cumo la 
correlacion entre la uni6n de gametas relativa a las subpoblaciones (htos) 
(FB) y relativa a la poblacih total (FIT). 
Por otro lado, FST, es la correlacibn al azar de las gametas dentro de 
cada subdivison relativa a la poblacibn total. 
El mktodo de Nei y Chesser's (1983) plantea una reforrnulaci6n de 
esos indices definida en funcibn de 10s heterocigotos observados y 
esperados. Ambos mktodos brindan resultados sirnilares en el andisis de 10s 
estadisticos F. 
La sigmficacion de 10s FB estimados fue analimda por el mktodo de 
Li y Horvitz's (1 953). 
La sigmficacion de 10s valores FST fue estimada por medio de una 
prueba ~2 de heterogeneidad de frecuencias alklicas entre subpoblaciones 
(htos). 
Los FIT estimados fueron evaluados por una prueba ~2 de bondad de 
ajuste a las fi-ecuencias esperadas por la expresibn de Hardy-Weinberg. 
Para loci neutros la diferenciacion al mar entre sustratos puede ser 
evaluada por medio de la correlacibn entre las fi-ecuencias al6licas, basada 
en Nei (1965) (Santos et al. 1989). Las fiecuencias de alelos alternatives 
deben correlacionarse negativamente debido a que la alta fi-ecuencia de uno 
de ellos implica bajas fiecuencias de 10s otros. Entonces, la correlaci6n 
esperada entre 10s alelos m y n dede estar dada por: 
r&n) = -lpmPd(l-pm)(l-pn)~l~ 
(Nei 1965, Nei y Imaizumi 1966). 
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Donde pm y pn representan las frecuencias promedio de 10s alelos m 
y n respectivamente. 
Los valores observados y esperados heron comparados usando el 
mttodo descripto en Sokal y Rolf (1979, pp. 564-573). 
Information adicional de la estructura genttica h e  obtenida del 
coeficiente de endogamia efectiva (Fe) (Lewontin y Krakauer 1973), 
definido comu: 
Donde representa la varianza en la frecuencia de uno de 10s dos 
alelos alternatives en cada poblaci6n y p  es la fkecuencia media del alelo en 
el conjunto de las poblaciones. Es decir que cada locus se compara con el 
valor promedio para todos 10s loci y alelos. 
Con el objeto de reducir errores muestrales, s610 se incluyeron en el 
estudio las frutas en las cuales h e  posible analizar al menos 5 individuos 
para cada enzima. 
2.3.2. Estudio de Variabilidad Genbtica 
A partir de las frecuencias alklicas se estim6 la heterocigosidad 
media (H) (Nei 1965). Los desvios con respecto a lo esperado para 
poblaciones con apareamiento aleatorio y la diferenciaci6n genCtica fueron 
. evaluados por medio de 10s estadisticos F (Wright 195 1,  1965), estimados 
de acuerdo con Nei (1977). Ver apartado anterior (2.3.1). 
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Estos indices fueron calculados usando el progmna BIOSYS varsibn 
1.7 (Swofford y Selander 198 1). 
La signification de 10s Fls fue evaluada usando el comando 
HDYWBG del programa BIOSYS para medir exceso o deficiencia de 
heterocigotas. 
La sigmficacih de 10s Fm fue evaluada, de acuerdo con lo 
recomendado por Nei y Chesser (1983), por medio del &sis de 
heterogeneidad entre poblaciones en una tabla de contingencia, usando el 
comando HETSQ del mismo propma. 
La distribucion de la variabiliadad dentro y entre regiones 
geo@cas fue a n h d o  por medio de 10s estadisticos F jerarquizados 
(Wright 1978). Los coeficientes F y 10s componentes de la viui- fueron 
tambib estimados usando el programa BIOSYS 1.7. 
La distribucion de la variation genetica entre regiones, entre 
poblaciones dentro de las regiones y entre poblaciones h e  tambien 
expresada en t e i n o s  de diversidad genetica (Nei 1973,1977). 
La diferenciacibn genetica entre todos 10s pares de poblaciones fue 
estimada por medio de la distancia genetica (D) de Nei (1978). 
Para realizar un fenogratlla representative de las distancias geneticas 
relativas se u M  el anidisis de agrupamiento basado en las medias no 
ponderadas (UPGMA), a partir de matrices de distancia genetica de Nei, 
usando el progrma BIOSYS 1.7 (Swofford y Selander 198 1). 
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Las alineaciones de secuencias heron hechas usando el programa 
Clustal W (Thompson et al. 1994). 
El niimero promedio de diferencias de nuclei,tidos por sitio entre las 
distintas secuencias, ya sea entre poblaciones o dentro de la misma 
poblacion, h e  estimado mediate 10s indices de distancia basados en el 
modelo de sustitucion nucleotidica de "Kimura-2 p ~ e t r o s " ,  y teniendo 
en cuenta las ecuaciones de Nei y Kumar (2000). Se utiLizo para esto el 
programa MEGA v2.1 (Kumar et al., 2001). En base a estos p h e t r o s ,  y 
teniendo en cuenta la variabilidad intra e interpoblacional, se obtuvieron 
h l e s  de distancia entre poblaciones, utilizando el algoritmo de 
Neighbow- Joining. 
En el caso del gen COII las secuencias heron traducidas como un 
control adicional, tomando en cuenta el cMgo mitoconQial de 
amindcidos de invertebrados.  sta as se compararon con 10s patrones de 
variation aminoacidica obtenidos por Liu & Beckenbach (1992) para 
distintas familias y ordenes de insectos, a fin de establecer si la distribucih 
de la variabilidad en las secuencias estudiadas coincide con las de dichas 
proteinas. 
Estos autores observaron que existen zonas de la proteina con 
secuencias de aminoacidos que se consenran en todos 10s insectos. 
No se pudo hacer lo mismo con el gen 16s por tratarse de un gen que 
c-ca para ARN y no para proteinas. 
Las unidades termkales del anusis cladistico fueron 10s distintos 
haplotips obtenidos para las poblaciones de A. fiate~culus de acuerdo C Q ~  
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las secuencias de COII y 16s. Los haplotipos empleados como unidades 
termhales representan un individuo de una poblacion. 
Los grupos externos (Raghol&*s pomonella para COII y A n m q h a  
striata y Anas'repha fiatercuhs, de Bertioga, Brasil, para 16s) heron 
incorporados como taxones terminales para enraizar 10s hrboles y establecer 
la polaridad de 10s caracteres. 
Cada sitio nucleotidico del alineamiento constituy6 un caracter en el 
addisis cladistico de las secuencias. 
Se construyeron dos matrices de datos, una para las secuencias de 
COII y otra para la 16s. 
Los caracteres de ambas matrices heron analizados como no 
ordenados o no aditivos, y bajo pesos iguides, en consecuencia a todos 10s 
caracteres se les sign6 "a prior?' del antihis un peso = 1. 
Se realizo una busqueda exacta y una bhqueda heuristica para 
encontrar 10s hrboles. 
La busqueda del hbol mas parsimonioso para COII se realiz6 
mediante el mktodo heuristic0 y utilizando el programa NONA (Goloboff 
1994), dado que el nimero de taxones h e  superior a 20. 
Para 16s en cambio h e  exacta, dado que el n h e r o  de unidades 
terminales h e  12. 
Una estrategia de busqueda heuristica aconsejable es partir de uno o 
miis &boles de Wagner iniciales (este es un algoritmo bkico de 
consbrucci6n para la cladistica), con secuencias de adicion al azar de 10s 
taxones. Se aplican a ellos permutacion de ramas, como por ejemplo la 
llamada TBR, o "Tree Bisection y Reconnection" (Ihtching et al., 2000). El 
comando utilizado para este tipo de busqueda h e  el "mult*N", el cual 
aleatoriza el orden de 10s taxones. Crea un hbol de Wagner y lo envia a un 
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proceso de perxnutacion de ramas (Branch-swapping). El "*" indica que el 
t i p  de permutation es TBR Este proceso se repite N veces (en nuestro 
caso 10). El comando "hold" establece cuantos tkboles se guarddn en la 
memoria (en nuestro caso 100). 
La bbqueda exacta fbe realjzada mediante el comando '%~hennig'~, 
para obtener un h%ol inicial de Wagner, seguido de pamutaciones 
midtiples por medio del comando "mswap"'. Para 10s iuboles obtenidos se 
brindan dos pariimetros indicatives de la homoplasia de 10s caracteres: el 
largo y el indice de consistencia (CI). 
La confianza de 10s resultados de 10s anhlkis cladisticos realizados 
se determino a partir de la aplicacibn de un metodo estadistim denominado 
"bootstrappingy7 que comiste m eliminar al azm la mitad de 10s caracteres 
de una matriz de datos, duplicarlos (para obtener asi una matriz del mlsmo 
tamaiio) y manalizar esta nueva rn& para obtener el o 10s cladogramas mits 
parsimoniosos. Este proceso se repite N veces y el n h e r o  de veces 
(porcentaje) m que aparece cada compnente se considm un indice de su 
soporte (Felsenstein, 1985; Sandason, 1989; Harshman, 1994; Li y 
Zhark&h, 1994). 
En el caso del gen COII 10s iirboles fueron convertidos en series 
anidadas de haplotipos ligados en clados siguiendo el esquema propuesto 
por Templeton (ver m&s arriba item 2.2.4). 
A fin de evaluar la asociacion geogrhfica entre haplotipos se -6 
el software GEODIS 2.0 (Pcrsada y Templeton 2000). 
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2.3.4. Aniilisis cladisitico a partir de la Secuenciacion 
El an6lisis cladistico inclzry6 todos 10s diferentes haplotipos como 
taxones terminales y h e  realizado con el progtama NONA (Goloboff 
1994). 
Los cladogramas fueron convertidos en series anidadas de haplotipos 
en una red, siguiendo las reglas descriptas por Templeton et al. (1987), 
Templeton y Sing (1993), Templeton (1998). 
Mediante la aplicacibn de algth algoritmo de parsimonia, se 
construye una red filogenktica de haplotipos no enraizada. 
Se deben indicar todos 10s pasos mutacionales que diferencian a 10s 
haplotipos, 10s cuales se cuentan como haplotipos interrnediarios ausentes. 
Segh la serie de reglas descriptas en Templeton et al. (1987) y 
Templeton y Sing (1993) el hbol de haplotipos se convierte en una serie 
anidada de clados o "nested clade", como se observa en el siguiente 
esquema. 
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Fig. 2.3: Esquema que mnestra un hipot4tico anidmiento de 
haplotipos 
En la figura se observa un ejemplo hipotbtico de cinco haplotips, de 
10s cuales tres (A, B y C) e s h  representados en las poblaciones que existen 
actuahente y dos (10s circulos blancos miis pequefios) significan haplotips 
intermediaries ausentes. 
Los haplotipos interiores son en este caso 10s ausentes y A, B y C 
son haplotipos exteriores o "tips". 
El agrupamiento comienza de afuera hacia adentro (de 10s haplotips 
'tips" hacia 10s interiores) y se van uniendo de a dos, (o m6.s cuando de a 
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dos no es posible) ya Sean haplotipos presentes o ausentes, para formar 10s 
clados de un paso (1-1 y 1-2 en el ejemplo). 
Luego se va aamentando el nivel de agrupdmto miendo 10s 
clados ya furmados, tambien de a dus, y comemando nuevmnte desde 10s 
extranos hacia adentro. Estos son 10s cladus del nivel2-1 del ejemplo. 
Para det&ar la asociaci6n geogrhfica se realiza un test de 
permutacibn exact0 & contingencia en donde las variables son c-ada dado 
deatro de cada nido. Para ello se toman dos tipos de distancias. 
Una de ellas se denomina Dc. Es un promedio de todas las distancias 
geoeficas de 10s individuos que tienen haplotipos en m &taminado 
clado, respecto del centro geogrsifico de dicho clado y da una idea de la 
dispersibn de 10s individuos de ese clado (Ej. clado 1-1) 
La otra medida de distancia se denomina Dn. Para calcularla se 
detennina el centro geogrhfico de nivel n+l respecto del que h a b h o s  
tomado para calcuIar la Dc (clado 2-1 en el ejemplo). Luego se calculan y 
se promedian todas las distancias geogrhficas de 10s hdividms del clado n- 
1 (clado 1-1 en el ejemplo) respecto del clado n+l (clado 2-1 en el 
ejemplo). Dn mide c u b  lejos es?h 10s individuos eon haplotips del clado 
1 - 1 de todos 10s individuos con haplotipos del clado 2- 1. 
La hip6tesis nula plantea que no existe asmistci5n gmgrizfica dentro 
del cl&. Si esta hip6tesis se rechaza s igdca  que la bpersi6n ha sido 
restrkgida y que hay una asociacion sigmficativa entre haplotipos y 
distribucibn geogdica. Por el contmio, si no se rechaza la hipbtesis nula 
implica que existe flujo gtnico entre las poblaciones. Adem& cumto miis 
ampliamente distribuido est6 un haplotip esto indica que es nuis antiguo. 
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3.1. Estudio de Estructura Genbtica en una poblaci6n por 
medio de Electroforesis de lsoenzimas 
De 10s nueve sistemas isoemimaticos estudiados: Aldehido oxidasa 
(Ao), Aminopeptidasas (Amp), Enzima mhlica (Me), Esterasa (Est), 
Glutamato oxalacetato transaminasa (Got), Malato deshidrogenasa (Mdh), 
Menadione reductasa (Mitr), Phospho glutanxito isomerasa (Pgi) y 6- 
Phospho gluconato deshidrogenasa (6-Pgd), st510 cuatro heron 
polimorficos (Amp, Got, Malh y 6-Pgd) Ver fig 3.1. 
Cada uno de estos cuatro sistemas variables mostraron un locus con 
tres alelos. En la fig. 3.2 se esquematizan 10s alelos de 10s cuatro loci 
variables. 
En la tabla 3.1 se muestran las fiecuencias alklicas de estos loci y el 
nimero de individuos analizados por fruto. 
Fig.3.1: Sistemas isoenzimaiticos analizados 
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Mdh 
Got 
Fig. 3.2: Zimograma de 10s cuatro loci variables. 
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3.1.1. Analisis dentro de frutos 
La mayoria de 10s FB estimados fueron positives y en 15 de 62 casos 
heron significativos (Tabla 3.2). Estos resultados indicaron una deficiencia 
de heterocigotas dentro de 10s fi-utos respecto a lo esperado por la ley de 
Hardy-Weinberg bajo condiciones de apareamiento aleatorio. 
Los valores promedio de FB para cada locus fueron altamente 
signiscativos en todos 10s cams (Tabla 3.3). Estos resultados indicaron una 
tendencia al exceso de homocigotas dentro de 10s htos.  
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Tabla 3.2. Fni estimados para 10s loci Amp-1, Got-I, Mdh-1 y 6Pgd-1 de 
adultos de A. fraterculus eemergidos de gnayabas en Yuto (Jujuy, 
Argentina). 
LOCI 
FRUTOS Ayp-I Got-I Mdh-1 6Pgd-I 
1 0.48 -0.23 -0. I 1 -- 
2 0.42 -0.18 0.30 - 
3 0.50 -0.20 - 0.39 
4 0.37 0.62 * 0.22 -- 
5 0.35 -0.09 - -- 
6 0.16 - - 
7 0.19 - - 
8 0.25 0.00 0.05 
9 0.56 6: -0.15 0.57 * 
10 0.66 * 0.12 0.03 
11 0.1 1 0.09 0.05 
12 0.78 1-00 * -0.08 
13 -- 0.00 0.10 
14 - 0.00 0.26 
15 -- -- -- 0.61 * 
16 0.72 + 0.64 6: 0.30 0.39 
17 0.52 0.00 0.82 * 0.42 
18 0.62 + 0.00 -0.09 0.23 
19 0.53 * 0.75 rk -0.01 -- 
20 0.61 * 0.50 * -0.0 1 0.24 
* valores Significtivos dp < 0.05) 
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Tabla 3.3: Estadisticos F para los cuatro loci variables estndiados de 
adultos de A. fratercullrcs emergidos de guayabas en Yuto (Jujuy, 
Argentina). 
Loci FJS FIT FST 
A m  0.46 0.47 0.01 
Got-1 0.24 0.03 
Mdh-1 0.17 0.35 0.21 
6-Pgd-1 0.25 0.29 0.05 
Promedio 0.28 0.35 0.08 
Todos 10s indices fueron altamente significativw @ < 0.01) 
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3.1.2. Analisis entre frutos 
La tabla 3.3 muestra tambih 10s valores FIT y FST promedio para 
cada locus. Las diferencias entre h t o s  h e  altamente sigmficativa en todos 
10s casos, al igual que 10s FIT estimados que ademh indicaron exceso de 
homocigotas en la poblaci6n global. 
La tabla 3.4 muestra la correlaci6n esperada y observada entre las 
fiecuemias alelicas de cada locus tornados de a pares. Para 10s loci A w l ,  
Mdh-1 y 6Pgd-1 hub0 al menos un par para el cual la correlaci6n observada 
h e  diferente del valor esperado y altamente significativa (p < 0.01). 
Estos resultados mues6:an que la fi-ecuencia de homocigotas es m h  
alta que la esperada para poblaciones panmicticas y que la distribucibn de 
alelos entre h t o s  se alej6 de la esperada por azar. 
Otro metodo de analizar la hip6tesis de neutralidad selectiva del 
polimorfismo se bas6 en las diferencias entre 10s coeficientes estimados de 
endogamia para diferentes loci, de acuerdo a Lewontin y Krakauer (1973). 
Ellos sugieren que mientras la seleccibn acttia diferencialmente para 
cada locus y cada alelo de un locus, el efecto de la estructura de 
apareamiento es d o m e  sobre todos 10s loci y alelos. 
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Tabla 3.4: Correlacidn observada (ro) y esperada (re) entre Ias 
frecuencias d4licots de 10s loci A w l ,  Got-I, Mdh-I y 6Pgd-I de adultos 
de A. fraterculus emergidos de guayaba en Yuto (Jujuy, Argentina). 
** Valores altamente aignificativos ( p  < 0.01) 
Los valores F, estimados para todos 10s loci y alelos (Tabla 3.5) se 
compararon con el valor promedio s e g h  Lewontin y Krakauer (1973). Los 
resultados indicaron que el coeficiente de endogamia de dos de 10s tres 
alelos de Mdh-1 se apartaron significativamente ( p  < 0.05) o altamente 
significativamente @ < 0.01) de 10s valores esperados bajo la hipjtesis de 
divergencia neutral entre 10s sustratos. 
Resurtados Andrea Alberti 
Tabla 3.5: Coeficiente de Apareamiento Efectivo (F,) para cada alelo 
de 10s foci Amp.1, Got-1, Mdh-1 y 6Pgd-1 de sdnltos de A. fiu#ercuks 
emergidos de gnayabas en Yuto (Jujuy, Argentina). 
Loci AWO Fe z" 
I 
1 0.048 6.203 
A?@ 2 0.067 8.629 
3 0.1 13 14.554 
1 0.088 1 1.329 
Gofil 2 0.069 8.832 
3 0.090 11.561 
1 0.234 26.282 * 
Mdh-I 2 0.375 42.181 ** 
I 3 0.08 1 9.078 
1 0.204 19.633 
6Pgd-1 2 0.088 8.433 
3 0.038 3.639 
Promedio 0.125 
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3.1.3. Asociacion entre loci 
En una poblacibn en equilibrio se espera que las fiecuencias de 
alelos pertenecientes a diferentes loci independientes no estkn 
correlacionadas. 
En esta tesis se puso a prueba esta hipbtesis estimando la correlacihn 
entre todos 10s pares de las fiecuencias de 10s alelos entre diferentes loci 
(tabla 3 -6). 
Si bien ninguna de las correlaciones observadas difirib 
sigoificativa~ente de cero a nivel de matriz, diez comparaciones fueron 
significativas a nivel individual. 
Considerando un nivel de confianza del50/4 el nlimero esperado de 
pruebas significativas por azar es aproximadamente 2 de las 54 
correlaciones estimadas entre variantes no alklicas. 
La comparaci6n entre las proporciones de la correlaciones 
observadas (10/54) y las esperadas (2/54), produjeron diferencias altamente 
significativas @ < 0.0 1). 
De acuerdo con esos resultados, existe una asociacibn mayor a la 
esperada para loci independientes en equilibrio gamktico entre Ma-1IGot- 
1, Got-ll6ed-1 y Mdh-llded-1. 
Tabla 3.6: Cornlaci6n de frecuencias gbnieas entre variantes no al6licas de 10s loci Amp-1, Got-1, M d M  y 
6Pgd-1 de adoltos de A. fr~terculus emergidos de guayabas en Yuto (Jujuy, Argentina). 
- 
Loci A w l - 1  Ampl-2 Ampl-3 Gotl-1 Gotl-2 Gotl-3 Mdhl-1 Mdhl-2 Mdkl-3 
Gob1 -1 0.03 -0.1 7 0.13 
G0t1-2 -0.40 0.17 0.09 
Garl-3 0.36 -0.05 -0.17 
Mdhl-1 0.25 -0.30 0.06 0.67* -0.54* 0.15 
Mdhl-2 -0.22 0.25 -0.05 -0.64" 0.48" -0.1 1 
Mdhl-3 0.13 -0.07 0.02 0.50" -0.30 0.02 
6Pgdl-1 -0.3 7 -0.25 0.25 0.44 0.05 -0.12 0.50* -0.47 0.3 1 
6Pgd1-2 0.44 0.20 -0.30 -0.25 0.15 -0.10 -0.65* 0.65* -0.53" 
6Pgdl-3 0.14 0.27 -0.10 -0.57" -0.37 0.46 0.02 -0.09 0.22 
* valores Significativos (p < 0.05) 
3.2. Estudio de variabilidad en poblaciones naturales 
3.2.1. Analisis IsoenziMtico 
El aniilisis de 6 sistemas isoemimaticos detect6 la presencia de 8 loci 
i s o h a t i c o s  : Mnr-1, Mnr-2, Ao-1, Me-1, Got-I, Mdh-1, Mdh-2, y 6- 
Pgd-1. 
Como ya habia sido previamente observado (Vilardi et al. 1994-a; 
Alberti et al. 1999) cinco de estos loci fueron invariantes, tanto dentro como 
entre poblaciones. S6lo Got-1, Mdh-1, y 6Pgd-1 presentaron variabilidad. 
Es deck que la proporcih de loci polim6rficos fue P = 0.375. 
Las estimaciones de variabilidad genktica, estructura poblacional y 
diferenciaciirn entre poblaciones se basaron en esos loci. 
En todos 10s casos, except0 Mdh-1 en Yuto y Got-1 en Ituzaing6,los 
loci fueron polim6rficos al criterio del 5% (Tabla 3.7). Todas las 
poblaciones compartieron un ale10 mas fi-ecuente (Mdh-lB, 6 w I B ,  Got- 
lB). 
Tabla 3.7: Frecuencias alklicas y heterocigosis media (H) estimadas en las poblaciones estudiadas de 
Anas&eph a fratercutus 
Hi Hetemdgosis media para cada locus, H*= Heterocigosis media tomando tos 10s lod, H =  Heterocigosis 
media tomando s610 10s loci pob&rficoa, SE* = error estandard de H 
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Tomando el total de loci la heterocigosis media vario desde 0.132 en 
Concordia e Ituzaing6, hasta 0.183 en Horco Molle. 
Si se analizan s6lo 10s loci polim6,rficos la heterocigosis media vari6 
desde 0.353 en Ituzaing6 y Concordia, hasta 0.492 en Horco Molle (Tabla 
3 -7). Estas diferencias observadas heron no significativas. 
En la tabla 3.8 se observa que la mayoria de 10s FB estimados heron 
positivos. Para las poblaciones en equilibria de Hardy-Weinberg 10s FB 
deberian ser iguales a cero, de mod0 que pueden esperarse errores 
muestrales positivos y negativos en similar fiecuencia. En las poblaciones 
estudiadas la proporcibn de FB estimados mayores que cero (19/27) h e  
signdicativamente mhs alta que la esperada (1/2) a = 3.86, p < 0.05). De 
10s 19 FB positivos, 11 heron significativos o altamente sigdicativos 
(Tabla 3.8). Ninguno de 10s FIs negativos estimados heron significativos. 
Finalmente todos 10s Fm promedio heron positivos (Tabla 3.9). 
Estos resultados muestran una tendencia a1 exceso de homocigotas 
dentro de las poblaciones. 
La divergencia entre poblaciones, medida por medio del coeficiente 
FST , h e  sigdicativa o altamente significativa para todos 10s loci 
estudiados (Tabla 3 -9). 
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Tabla 3.8: FIs estimados para todos 10s loci en las poblaciones 
estudiadas de Anastrepha fraterculus 
*: significative; **: altamente signEcativo 
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Tabla 3.9: Resumen de 10s estadisticos F promedio de las poblaciones 







FIS FST FIT 
0.115 0.059** 0.167 
0.149 0.051 ** 0.192 
0.513 0.050* 0.537 
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A partir de las diferencias entre las frecuencias alklicas, se pudo 
estimar indirectamente el flujo ghico mediante de la expresion: 
(Wright 1940) 
Este h e  de 4.5 migrantes por generation, sugiriendo un importante 
intercambio genetic0 entre las poblaciones estudiadas en este mbajo. 
A fin de determinu si la variacion genetica observada estaba 
asociada con patrones de distribucion geo@cos, las poblaciones 
muestreadas fueron agrupadas en tres regiones geogr&cas: Noroeste (NO), 
Noreste (NE) y Sur (S). 
En el NO se incluyeron las poblaciones de Yuto (Jujuy), Horco 
Molle (Tucunh) y Aicuih (La Rioja). 
El NE incluye las poblaciones de Posadas (Misiones) y Concordia 
(Entre Nos). 
Por liltimo el S comprende las poblaciones ubicadas en las cercanias 
de la ciudad de Buenos Aires, Castelar, ItuzaingB, Moreno y Ministro 
Rivadavia (Buenos Aires). 
El centro de la Republics Argentina, que corresponde a las regiones 
biogeogrhficas de Chaco y Espinal, es un hrea semide&rtica, en la cual 
pdcticamente no se encuentran extensiones importantes de hrboles fiutales 
cultivados y por lo tanto no es una zona colonizada por A. fiaterculus (ver 
Fig. 2.1). 
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Dada esta barrera natural era de esperar un aislamiento importante 
entre las poblaciones del NO y el resto de las poblaciones aqui estudiadas. 
Respecto de las poblaciones del NE, localkadas en la Mesopotamia, 
una regicin delimitada por dos grandes rios ( P d  y Uruguay) era de 
esperar que exista tambikn un relativo aislamiento respecto de las 
poblaciones de la provincia de Buenos Aires, ubicadas en la margen 
opuesta de 10s 150s Parana y de La Plata. 
La distribucicin de la variacibn genetica dentro de las poblaciones, 
entre poblaciones (dentro de cada regibn) y entre regiones fue analjzada por 
medio de 10s estadisticos F jeriuquicos de Wright (Wright, 1978). 
La varianza entre todas las poblaciones fue V = 0.07 y el valor de F 
correspondiente fue Fd = 0.05. Este resultado indica que alrededor del 
95% de la variacion total (1 - F) ocurre dentro de las poblaciones. 
La varianza y el F estimado entre regiones fueron negatives (V = - 
0.03 ; F = -0.02). Estos resultados se interpretaron como ausencia de 
diferenciacicin entre regiones. En consecuencia toda la variacicin entre 
poblaciones ocurre dentro de cada regicin (V = 0.10 ; F = 0.07). 
Estos resultados fueron confirmados por un a s i s  de agrupamiento 
a partir de una ma& de distancias geneticas (Tabla 3.10 y Fig. 3.1) (Nei, 
1978). 
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Tabla 3.10: Distancias gen6ticas de Nei entre poblaciones de 
Amstrepha fraterculus 










0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07 0.08 
Distancias de Nei 
i 
Fig. 33: Fenograma representative de la similitud genktiea entre las 
poblaciones estnhdas de A. fiaterculus 
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En el fenograma se observan dos agrupamientos con alta similitud 
que corresponden respectivarnente a las poblaciones del NE (Posadas y 
Concordia) y dos poblaciones del NO (Horco Molle y Aicuh). 
Estos dos grupos esth fuertemente asociados entre si. Esto sugiere 
que, con excepcibn de Yuto, las poblaciones del norte de Argentina poseen 
alta afhidad genktica. 
En contraste las poblaciones de la regibn S no formm un hico  
appamiento, sin0 dos, uno comprendido por Castelar e Ituzaingo y el 
otro por Moreno y Ministro Rivadavia, el que tambib incluye a Yuto, 
poblacibn del NO. 
Ambos anitlisis, estructura jerhrquica y distancias genkticas, indican 
la falta de correlacibn entre variacibn genktica y patrones de distribucibn 
geogrhfica. 
Esta conclusibn fue validada cornparando las matrices de distancias 
genktica y geogrhfica por medio del test de Mantel (Mantel, 1967). Con 100 
permutaciones la probabilidad de obtener m a  correlaci6n miis alta que la 
observada (r = -0.24) fuep = 0.9. 
3.2.2. Analisis PCR-RF-LP 
La reaccibn de PCR con 10s cebadores LR-J-12883 / LR-N-13398 
produjo en todas las poblaciones y todos 10s individuos una h i ca  banda de 
alrededor de 480 pares de base. 
La digest311 simple con las enzimas Ase I y Ssp I origin6 en todos 
10s casos dos fiagmentos. 
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El sitio de corte para Ssp I produce dos fiagmentos de akededor de 
330 y 200 pares de base respectivamente. 
Para Ase I tambih existe un sitio de corte, que origina dos 
hgmentos de alrededor de 280 y 200 pares de base. 
Mnl I aparentemente reconoce dos sitios cercanos a 10s extremos del 
hgmento, produciendo un gran hgmento de alrededor de 330 pares de 
base, sin embargo 10s fiagmentos peque5os no pudieron ser identlficados. 
La digestibn parcial produjo un fiagmento de 440 pares de base. 
Estos patrones no mostraron variacibn dentro ni entre poblaciones 
para las tres enzirnas estudiadas. Ver fig. 3.4. 
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3.2.3. AnBAsis de las secuencias del gen mitocondrial Colt 
Respecto del fkgmento secuenciado del gen mitocondrial de la 
enzima Citocromo Oxidasa 11 (COII), se analizaron un total de 28 
secuencias de la hebra sentido del ADN (a partir del cebador COITS) y 28 
secuencias de la hebra antisentido del ADN (a partir del cebador COILA), 
las cuales heron editadas mediate el programa BioEdit (Hall, T.A. 1999). 
(ver item 2.2.4. de Material y Mktodos). 
Del product0 de amplificacibn pudieron analizarse 417 pares de 
bases @b). Del alineamiento de las 28 secuencias surgib que 19 de ellas 
eran distintas por lo que heron defkidas como haplotipos diferenciados. La 
fig 3.5 muestra las secuencias completas de estos haplotipos cuyos 
acrbnimos y fiecuencias en las distintas poblaciones se describen en la tabla 
3.12. 
Un haplotipo (8) estuvo presente en todas las poblaciones, salvo en 
Ministro Rivadavia y Concordia y h e  el h i c o  que encontramos en la 
muestra de la poblacicin brasileiia. Hubo otro haplotipo (P10) que se 
encontri, presente tanto en Yuto como en Posadas. Los restantes estuvieron 
presentes en una sola poblacibn. 
Las fiecuencias nucleotidicas generales k o n :  
T = 36,20 % 
A = 34,30 % 
C = 15,OO % 
G = 14,50 %. 
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Como se observa muestran, a lo largo de 10s 417 pb analizados, un 
fuerte sesgo hacia A + T, promediando un 70 % entre todos 10s individuos. 
Este desvio fue mayor para la tercera posicion (91,30 %), que para la 
segunda (64,8 %) y la primera (55,5%). Estas proporciones son muy 
similares a las encontradas en otros insectos. (Langor y Sperling 1997, 
Scataglini et al., en preparation). 
A partir del alineamiento de estas secuencias se construyo una matriz 
de datos moleculares que fue analizada cladisticamente mediante el 
programa NONA (Goloboff 1994), utilizando como grupo extemo a 
RhagoW pornonetla, de acuerdo con la informacibn disponible en el 
GeneBank, (RPU53230) (Smith y Bush 1997). 
Los caracteres heron tratados como desordenados y con igual peso. 
De ellos, 334 heron comtantes, 63 variables y no infomativos 
(autoapomorfias) y 20 fueron variables e informativos para el adisis  de 
parsimonia (sinapomodias). 
La bhsqueda heuristics am036 un total de 100 hboles de longitud L = 
107, indice de consistencia CI = 84 e indice de retencion RI = 57. 
El hbol concenso de 10s 100 obtenidos se muestra en la fig. 3.6. Se 
observa en 61 que un haplotipo perteneciente a la poblacibn de Ministro 
Rivadavia, el M i 6  (tabla 3.12), surge basalmente con respecto a una 
politomia formada por el resto de 10s haplotipos. Tres de las ramas de esta 
politomia agrupa cada una a un par de haplotipos: (P3, P6), (Co6, Hm4) y 
(Mel, P8). 
Se desprende de estos resultados que el iirbol obtenido no resuelve 
agrupamientos por localidad geogrfica, salvo en el cam de P3, P6 que 
pertenecen a la poblacion de Posadas. Todos 10s clados resueltos en este 
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bbol consenso, salvo el agrupamiento de Mr6 y la politomia, muestran 
valores significativos (> 50 YO) de bootstrap. 
Con el objeto de investigar estadisticmente si existe una asociacibn 
entre diversidad de haplotipos y distribucibn geogrhfica se realiz6 un 
anblisis eskdistico sobre el cladograma de haplotipos denominado "mktodo 
anidado" de Templeton et al. (1987), Templeton y Sing (1993), Templeton 
(1998). 
Se aplicaron las reglas de Templeton para construir el disefio anidado 
a partir de uno de 10s cladogramas obtenidos mediante el andisis de 
parsimonia. (ver item 2.3.4 de Material y Mktodos). 
La eleccibn de este bbol h e  arbitraria ya que todos 10s andisis 
realizados a partir de mas de 10 de estos 100 &boles de igual longitud 
(elegidos al azar), dieron el mismo resultado final. 
La fig. 3.7 muestra uno de 10s 100 &boles a partir del cud se realizb 
el andisis anidado y la fig. 3.8 muestra el sistema anidado. 
En la tabla 3.13 se muestran 10s resultados del andisis de 
contingencia por permutacicin dentro de cada clado anidado correspondiente 
a la fig. 3.8. 
Ningk clado mostr6 asociacibn geogrsca sidcat iva,  por lo tanto 
no se puede rechazar la hipbtesis nula del andisis que plantea que no existe 
asociacibn significativa entre la variabilidad haplotipica y su distribucibn 
geogrhfica. 
Un resultado similar se obtuvo cuando se analizaron las &stmcias de 
sustitucibn nucleotidica interpoblacionales aplimdo el algoritmo de 
Neighborn joining. En la fig. 3.9 se observa que poblaciones muy alejadas 
geogrkficmente presentan poca distancia genktica. Es decir que el hbol 
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agrupa a las distintas poblaciones sin seguir un patron acorde a la 
distribution geogrkfica. 
Estos resultados, es decir la falta de asociacion geogrhfica y genktica, 
fueron validados estadisticamente comparando las matrices de distancias 
nucleotidicas y geogrhficas mediante el test de Mantel (Mantel 1967). Con 
500 pemutaciones, la probabilidad de obtener una correlacion mtis alta que 
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Tabla 3.11: Distanehs nuclee&kas vs. Wtrmcias pgrr i fkm del gen 
COII analizadas mediante el Test de ManteL 
Trihgulo superior: distancias geogficas (en Km) 
Trihgulo inferior: di-cias nucleotidicas. 
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Fig. 3.5: Secuenciacidn completa de 10s 19 haplotipos encontrados para 
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P: P o s a h  
Mr: Ministro Rivadavia 
Hm: Horco Molle 
-: base fdtmte 
N: sitio no analizado 
Tabla 3.12: Frecuencias por localidad de los haplotipos hallados en el 
gen COII. 
FRECUENCIASDE LOCALIDAD PROVINCIAPA.~ ACR~NIMO N BIVUITWs 
Y e 0  J U - Y  Yu 3 2 B*; 1 PI0 Argentina 
Tuamh 1 B*; 1 Hm4; Homo Molle Argentilla 1I-kd 
Me* San Luis 3 1 B*; 1 Mel; P Me2 : Argentina 
Misiones 1 B*; 2 PI; 1 P2; Polwtd- 1 P3; 1 P6; 1 P8; Argentina 1 P9; 1 PI0 
Concerdia Entre Rios A r g d  3 1Co1;1C~;1cO8 
Casteiar Buenos Aires 1 B*; 1 C1; 1 C8 ArgmtiM 
lkIinistr8 Buenos Aires 1 R1; 1 R4 
Rivadavia Argentina 
Pe10tas RioGrande do Sd Brasil Pe 2 2 B* 
* Haplotip B: comiui a varias poblaciones. 
Fig. 3.6: Arb01 de consenso estricto de todos 10s haplotipos encontrados, obtenido a partir 
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Fig. 3.8: Agrupamiento Nested de todos 10s haplotipos encontrados para el gen COII 
REFERENCIAS 
HORCO POSXDAS MERLO CQNGRDIA B 
MOLLE RlVADAVlA 
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Tabla 3.13: Analisis de contingencia anidado de aswiaci6n geogrhfica 
para 10s haplotipos de COII. 
CLAD0 
1 - 1  
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Fig. 3.9: Arb01 de todas las poblaciones obtenido por el mCtado de NJ. 
3.2.3. Analisis de !as secuencias del gen mitocodrial 16s 
En el caso del fragment0 secuenciado perteneciente al gen 
ribos6mico que codifica para la submidad 16s del ADN mitocondrial, se 
analizaron un total de 13 secuencias de la hebra sentido del ADN (a partir 
del cebador LR-J-12883) y 13 secuencias de la hebra antisentido del ADN 
(a p& del cebador LR-N-13398), las cuales fueron editadas mediante el 
programa BioEdit (Hall, T.A. 1999) (Ver item 2.2.4. de Material y 
Mktdos). 
Del product0 de amplificaci6n pudieron analizarse 270 pares de 
bases (pb). Del alineamiento de las 13 secuencias surgi6 que 10 de ellas 
eran distintas por lo que fueron definidas como haplotipos Merenciados. La 
fig. 3.10 muestra las secuencias completas de estos haplotipos cuyos 
acrbnimos y fiecuencias en las distintas poblaciones se describen de la tabla 
3.15. 
Hub0 un haplotipo, a1 que denominamos A, que apareci6 tanto en 
Horco Molle como en Ministro Rivadavia. Los d e h  estuvieron 
presentes en una sola poblacibn. 
Las fiecuencias nucleotidicas a lo largo de 10s 270 pb analizados 
fueron las siguientes: 
T = 36.40 % 
A =  45.90 % 
C = 10.90 % 
G = 6.70 % 
Se Qbserva en estas proporciones un fberte sesgo hacia A + T, un 
82.3 % entre todos 10s individws. 
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A partir del alineamiento de estas secuencias se constmy6 una matriz 
de datos molecdares que h e  analizada cladisticamente mediante el 
programa NONA (Goloboff 1994), utilizhdose como grupos externos, de 
acuerdo con la infomaci6n disponible en el GeneBank, a Anastrepha 
striata (AF152088) y A. fiderculus (AF152067), de la localidad de 
Bertioga (Brasil) (McPheron et a1.2000-a). 
Los caracteres fueron tratados como desordenados y con igual peso. 
De ellos, 248 heron constantes, 17 variables y no informativos y 5 fueron 
variables e informativos. 
La bkqueda exacta mojo un total de 8 kboles de longitud L = 26, 
un indice de consistencia CI = 92 y un indice de restricci6n RI = 8 1. 
En la fig. 3.11 se muestra el kbol consenso de todos 10s haplotipos 
encontrados. Se observa en 61 una politomia formada por todos 10s 
haplotipos y el grupo externo A. fiatercub de Bertioga (Brasl). 
Una de las ramas de esta politomia agrupa a 10s haplotipos C2, C3 y 
M i l .  
Se concluye que el iirbol consenso obtenido est6 muy poco resuelto, 
lo cual se debe fundamentalmente al bajo nhe ro  de caracteres 
infomativos que se obtuvo del aheamiento de las secuencias. 
Es por este motivo que en este caso no se aplic6 el an%sis de 
anidamiento para investigar la asociaci6n entre diversidad de haplotipos y 
distribucibn geo@ca. 
Cuando se an&aron las distancias de sustituci6n nucleotidica 
interpoblacionales aplicando el algoritmo de Neighbour joining, como se 
muestra en la fig. 3.12., se observ6 que poblaciones muy alejadas 
geo@camente presentaban poca distancia genbtica. Es decir que el kbol 
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agnp6 a las &stintas poblaciones sin sew un pa t rh  acorde a la 
distribucih geogrhfica. 
Estos datos parecen sugerir que no existe a s o c i d  significativa 
entre la vaciabdidad hapMpica y su distxibucibn geogrhfica. Para 
convaldar estadisticamente esta cculclusi6n se cornpanuon las matrices de 
distancias nwleotidicas y geo@cas mediate el test & Mantel (Mantel 
1967). Con 500 pemufacimes, la pubabilidad de obtener ma correlaci6n 
mhs alta que la obsenrada h e  P = 0.4 l(tab1a 3.14). 
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Tabla 3.14: Distancias nucleotidicas vs. Distancias geogrificas del gen 
16s a n a h d m  mediante el Test de Mantel. 
Trihgulo superior: distancias geogrBficas (en Km) 
Trihgulo inferior: distancias nucleotidicas. 
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Fig. 3.10: Secuenciaci6n completa de 10s 13 haplotipos encontrados 

































































Mr: Ministro Rivadavia 
Hm: Horco Molle 
Yu: Yuto 
A: haplotip cornpartido por Ministro Rivadavia y Horco Molle. 
-: base faltante 
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Tabla 3.15: Frecuencias por localidad de 10s haplotips hallados en el 
gen 16s. 
LOCALIDAD FItECUENCLQS DE ESTMOPAIS ACR~NIMO N w )m 
r 
Ynto Jujuy Argentina Yu 2 1 Yul; 1Yu2 
Herco MaHe Tu& 2 A*; 1 Hml 
Paadas Misiones Arg- 
Casteb henas Aires Argentina 3 lC l ; lC2;1C3 
Midstre Buenos Aires 
Rivadavia Argentina Mr 3 2 A*; 1 R1 
* Haplotip B: comh a las poblaciones de Ministro Rivadavia y Horco 
Molle. 
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Fig. 3.11: ~ r b o l  consenso de todos 10s haplotipos encontrados, obtenido 
a partir del program NONA (Goloboff 1994). Se indican 10s valores de 
bootstrap signigcativos (> 50 %). 
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d - horco molb 
- minisbo rivadavia 
Fig. 3.12: ~ r b o l  del gen ribosomal 16s de todas las peblecioaes 
estudiadas obtenido con el dtodo  de NJ. 
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4.1. Estudio de Estructura Genhtica en una poblaci6n por 
medio de Electroforesis de lsoenzimas 
Una caracteristiai distintiva de la estmctura de las poblaciones de 10s 
tefritidos y otras especies de dipteros, es la alternancia de ambientes 
continuos y discontinues para 10s estadios adultos y lmales 
respectivamente. 
Durante el estado adulto 10s procesos evolutivos pueden opera. 
d o r m e m a t e  sobre la poblacibn global, quedando poco espacio para 10s 
efectos de la deriva genktica. 
En contraste la poblacibn de larvas eski compuesta de algunas 
subpoblaciones o parches ambientales constituidos por las h&s atacadas, 
10s cuales poseen un pequdo tamaiio efectivo. Ademas ma a h  proportion 
de individuos dentro de cada h t o  pueden ser hermanos enteros. 
La eficiencia de la seleccibn dentro & las fiutas puede verse 
reducida por el efecto fundador y podemos e s p m  entonces diferencias 
entre h t o s  a causa de h deriva genktica. 
Esta estnzctura dternante puede tern consecuencias en la 
distribucibn de la variabilidad en adultos y larvas, dando como resultado 
una oportunidad ~ c a  par  estudios de estructura poblacional. 
Considerando loci neutros en ma poblacibn subestnzcturada, se 
espera que, si el n h r o  efectivo de individuos reproductores es pequefio, 
habrii tendencia al exceso de heterocigotas dentro de cada demo debido a 
que las fiecuencias alklicas diferirh entre machos y hembras a causa del 
azar. Esta condicibn es alcanzada inmediatamente tomando generaciones 
completa y produciendo vdores de F'' relatives al tamdo poblacional 
efectivo (N) de acuerdo a la siguiente expresibn: 
116 
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La difmnciacion entre demos, a1 mismo tiempo, tiende a 
incrementarse de generacion en generacion (t) de acuerdo a: 
Si el aislamiento entre demos dura una sola generacion la ecuacion 
(2) se reduce a: 
Y se espera que Fn = -FST (ver Civetta et al. 1990 y Vilardi et al. 
1994-a). 
Sobre este fundamento Civetta et al. (1990) analizaron la estructura 
genetica en poblaciones argentinas de Cer& capitata (Wiedemann). 
Ellos concluyeron que cada h t o  es usado por solo una generacion 
de larvas y que la estructura genetica puede ser explicada principalmente 
por azar. Cada fi-uto es colonizado por alrededor de cuatro o cinco hembras 
y, a su vez, cada una ovipone en un solo h t o .  
Se evaluo la distribution de la variation genktica dentro y entre 
h t a s  individuales siguiendo un procedimiento similar al aplicado por 
(Civetta et al., 1990) en C capitata. Esto permiti6 m a  aproximacion a la 
dinirmica interna de una poblacion natural con el objetivo de determinar las 
posibles causas del desvio de las fiecuencias genotipicas con respecto a lo 
esperado para el equilibria de Hardy-Weinberg dentro de ma  poblacion 
individual. (Alberti et al. 1999). 
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Aunque el comportamiento de oviposicion y el ciclo de vida de A. 
fraterculus es rnuy similar al de C. capitata (Morgante 1991), 10s 
resultados de esta tesis muestran discrepancias con lo esperado. En 
particular, se observ6 un exceso de homocigotas, tanto dentro de h t o s  (FB 
> 0) como en la poblacion total (FB > 0). 
Este alto n h e r o  de homocigotas podria atribuirse a una 
sobrestimacion debido a la ocurrencia de alelos nulos no expresados. Estos 
pueden estar presentes en rnuy baja fiecuencia enmascarando 10s 
heterocigotas entre ellos y 10s alelos con expresion fenotipica, dando falsos 
homocigotas. Sin embargo, no existe evidencia de tales alelos ya que nunca 
se encontraron calles vacias en 10s geles que deberian aparecer (en muy 
baja fkecuencia) como resultado de la siembra de un homocigota para alelos 
nulos en dichas calles. 
Una posible explicaci6n para el exceso de homocigotas puede ser la 
endogamia debido al apareamiento entre individuos relacionados por 
parentesco y emergidos del mismo h t o .  
No obstante, esto no es muy probable, pues la madurez sexual se 
alama aproximadamente a 10s 10 &as de la emergencia del adulto (Petit y 
Vilardi 1999). Durante este period0 las moscas hermanas emergen del 
sustrato original, ya podrido e inutil para propbsitos alimentarios, y se 
dispersan en busca de agua y comida. 
Por otro lado, el tiempo diferente de desarrollo entre machos y hembras, 
junto con la habilidad de dispersion de 10s adultos inmaduros, (Salles 1995) 
reduciria la probabilidad de apareamientos endoghnicos. Por lo tanto, no es 
de esperar que ocurran apareamientos entre hermanos en una tasa 
significativa. 
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Steck (1991) hizo un amplio estudio en distintas poblaciones de esta 
especie empleando diferentes metodologias. se interesb por la es-hxtcibn 
de las diferencias alilicas entre poblaciones geogrhficamente aidadas y 
estim6 la variabilidad y las fiecuencias genotipicas en el nivel poblacional, 
sin considerar las subdivisiones internas (fiutos) de la poblaci6n larval. 
Sin embargo, tambidn encontri, exceso de homocigotas en t d a s  las 
poblaciones, cuatltificado a travks del FB (Tablas 1-3 en el m i o n a d o  
estudio) que represents lo que qui se considera exceso de homocigotas en 
la poblacibn total, equivalente al Fm obtenido en Yuto. 
Las estimaciones de 10s valores de FB de Stek (1991) para lo que 61 
denomin6 Grupo 2 de las poblaciones de A. fiaterculus (Perti, Venezuela y 
Andes venezolanos) heron positivas para la mayoria de 10s loci con un 
promedio de 0.30, similar al FIT promedio de la lodidad de Yute, que h e  
de 0.35, indicando una tendencia M e  d exceso de homocigotas. 
Ademas, las correlaciones obsei-vadas y esperadas entre las 
fiecuemias de 10s diferentes alelos de cada locus (Tabla 3.4), tambidn 
resultaron diferentes a las del model^ tehrico. 
El comportamiento del locus Mdh-1 mosbr6 diferencias sigruficativas 
respecto de otros loci con relaci6n al weficiente efectivo de endogamia (F,) 
(Tabla 3.5), alejhdose del valor esperado si 10s alelos heran 
selectivamente neutrales. 
Debido d d e d o  de la neatxalidad, estos redtados no son 
compatibles con las diferencias entre sustratos esperadas por deriva 
genktica y efecto fundador en una poblaci6n homoghea. 
Los datos en la Tabla 3.6 pueden ser interpretados como una prueba 
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Los presentes resulbdos y la mriabilidad cromosomica detectada en 
la misma muestrtr (Vfiardi et al. 1994-by Mmso y Basso 1999) pueden estar 
relacionados con distintas caracteriseicas de estas especies. 
Estudios sobre la variabilidad genktica en poblaciones sudamericanas 
de esta mosca, sugieren que dentro del nombre A. j+afarc#tttsy pueden 
agtuparse especies ~ i n m ~ c a s  monof?lkticas. 
Por otro lado, las poblaciones de A. fiatmcultcs del grupo 2 de Steck 
f 1991) es th  geogritficamente cercanas a las poblaciones estudiadas aqui y, 
en forma consistente, muestran el mhs elevado exceso de Inmocigotas y 
fueron las que miis se diferenciaron entre si. (El mayor FST). En 
concordancia con 10s resultados obtenidos en Ynto, este exceso de 
homocigotas se ale@ de lo esperado por mar. 
Debido a que se descarta como posible causa de este exceso de 
homocigotas el apareamiento entre hermanos, una c a m  dtematim del 
desvio de las prediccimes de Hardy-Weinberg puede ser la mezcla de 
individuos de dishto origen que no coasti- ma  poblacib rneddbna, 
o seleccibn de hkbitat. Estos resultados son tambikn compatibfes con la 
existencia de variacicin genttiat entre poblaciones vecinas. 
Esta mezcla en* individuos de dishto origen se e"pEcm por el 
comportamiento particular de estas especies polifagas, cmcterizado p r  la 
continua busqueda de hospedervs dispmibles. Los sitim m u ~ o s  
pueden involucrar un grupo hetmgheo de individuos de diferente 
procedencia, en vez de unil poblacibn mendeEana. (Alberti et d. 1999). 
Dado que A. fiatmc~lus est5i descripta como m a  especie 
colonizaddora que experiments cambio de plantas hospederas b t e  el &o, 
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las fiecuencias dklicas pueden cambia de peraCrCm en p m c i h  por 
efecto fundador con cada cambia de hospedero. 
Es decir, cada poblacih podria no ser estable, sin0 estar constituida 
por una mezcla de mdividuos migmtes provenientes de dif-s sitios en 
busca de un hospedador disponible. Td comportamiento es espmble que 
produzca exceso de homocigotas. 
Por otro lado, Mdavasi y Morgante en 1982 mostraron que en A. 
fiatercultcs ocurren M c a s  reducciones en el tamaiio poblaciond, las que 
podrian llevar a una pMi& de &elm, em la consecuente p&da de la 
variabilidad genktica. 
En C capita&, Civetta el at. (1995) mostraron la o c m c i a  de tales 
cambios en las fi-ecuencias d&ms y la estructura g e d k a  cumdo el 
aniilisis fue realizado sobre dm plmtrts hospederas. 
Consecuentemente, las poblacimes de A. fiatereplus pueden estar 
constituidas por una mezcla de individuos procedentes de diferentes 
origenes, con el consecuertte deseqdibrio respecto de fe tspemh por el 
modelo de Hardy-Weinberg para las asociaciones gameticas. 
Estos resultados esth de acudo can Morgante et al. (1 980) Wenes 
encontraron que habia un sustancid grrtdo de diferenciacibn genktica en 
poblaciones simphrieas mleetadas en Bmsil. 
Los antecedentes y 10s presentes redtados podrian indicar que, al 
menos en algunos casos, las poblaciones de A. fiatercuhs incluhrian en 
realidad gnrpos heterogkneos con un grado variable de divergemcia 
genktica, dando como resultado ma subestructuraci6n mym que la 
esperada por deriva genktica en poblaciones uniformes. 
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C o w  se dijo a n t b e n t e ,  e M o s  pevios sobre variacib 
gent%= en A. fiede~cu-lus (Stme 1942, Baker et d. 1944, Magante et d. 
1980, MorgWe y Mrdavasi 1985, %eck 1991, Steck y Ehpjxwd 1993) 
rno@raron que este nombre espec&co puede invdum grupos de 
poblaiones UZI &o gr& de diferenciackjn gewiticzi, amyor que el 
e s p d o  para pobhiones c o e w c a s .  
Ste* (1991) obsed que an grupo & p d a c h e s  comp~testo por tierras 
bajw & Venezuela, Costa Rim y Mkxico era asuy d i k e  Be eim grupo 
de @].acioaes ~&~ por Andes venezobs, P d  y San PA10 
(Brad). 
La diferenciac&n entre la awestras pvmierrtes &I N o ~ s t e  y Sw 
de Bnsil i k o n  c o ~ a ~  p a  Steck y Skpprd (1993) el d s i s  de 
10s patcones de variacih ADN mito~0aM atre h s  pblaciones de 
Babh (Brad) y h costa & Venezuela, a pew Be 10s b a - s  v&es & 
diferenciaci6n isoenzimiitica. 
Deb30 a qw e m  m o m  es-oFigimria de I - con posterim 
expmskjn d rest0 del W e & e  (Ekm&kz-- 19921, b s  estdios Be 
variabiliaad en esta re@& son de gan imprtaxia para 
comprension de la ~~ edutiva de esta especK o -ppo  & especies 
~inm6~cas .  
Las wwteristicas bio-ils de la Argentina y su grim 
e x t e d n  provee ma mzexih atre el Sw de 3rd y hrq$h debs 
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Andes, con una diversidad de ambientes que pueden ser colonizados por A. 
fiaterculus. 
Sin embargo, a pesar de esta amplia distribucibn en SudamCrica, la 
informacibn acerca de la variabilidad genitica de las poblaciones de esta 
mosca en Argentina es muy escasa. 
En esta tesis se estudib la distribucibn de la variation genktica dentro 
y entre poblaciones naturales de A. fraterculus usando las siguientes 
metodologias: 
a) Tres sistemas isoenzimaticos que evidenciaron alta variabilidad 
en estudios previos (Vilardi et al. 1994-a, Alberti et al. 1999). 
b) Polimorfismos para fi-agmentos de ADN mitocondrial 
analizados por PCR-RFLP. 
c) Secuenciacibn de dos fiagmentos de ADN mitocondrial. 
Las poblaciones muestreadas son representativas de una gran 
diversidad de ambientes y caracteristicas biogeogriificas, involucrando 
localidades desde el Sur del Brasil y noreste de Argentina, en el este, hasta 
10s Andes en el noroeste de Argentina. 
Una caracteristica comh a todas las poblaciones h e  otra vez el 
exceso de homocigotas dentro de ellas (Fn> 0). 
Esta desviacibn de lo esperado s e g h  las proporciones de Hardy- 
Weinberg ha sido tambikn observada en otras poblaciones de esta especie 
(Steck 1991, Steck y Sheppard 1993, Alberti et al. 1999,2002). 
Las poblaciones estudiadas aqui mostram muy alta shditud 
genktica. De 8 loci i s o e ~ c o s ,  5 fueron invariables en todas ellas. El 
andisis de la estructura basado en 10s 3 loci mas variables, dio como 
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resultado que la diferenciacih entre poblaciones, estimada a pdr del 
coe@ciente FsT7 &era si@cativa. Sin embargo, la estimaci6n indirecta del 
fluja ghico (Nm) fue mayor que 1, s e a  lo esperado p a  pdaciones 
coe~pecificas. 
De acuer$o con estos resultados las d.ist.amias genkticas entre 
pobbiones, varh-on dentro $el intewdo esperado (Ayah y Gilpi. 1974) 
paw poblciones wespecificas, a pesar que se umideraron s610 10s loci 
variables. 
El @sis jekquico de la distribution de la ~ x i s i 6 n  genetics 
basado en el mitodo de Wright (1978), indict5 que toda la wuiadn entre 
pobbcimes puede ser expficada por la diferxmciaci6n dentro de h s  
regiones. 
La proporcion de la variaci6n genktica que ocurre dentro de las 
pob@ciones, expresada en tkminos de diversidad gegktica (Nei 1973, 1977) 
fue de alrededor del95% y la diferenciacibn entre poblaciones a l d  dl0 
el 5%& h & e W .  
En el fenogama (fig. 3.3) obtenido a partlr de la ma& de distancia 
de Nei, las poblaciones del Noresix ( P o s a h  y CQgc~rsh) forman un 
agrupmi-ento con dta shditud genktica, y lo e s m o  ocurre con dos de 1 s  
pobhiones del Noroeste ( A b h  y Horco Molle). 
Esos dos agmpamkntos fonnan a su vez otro gmpo sugiriendo un 
alto gad0 de shditud entre hs poblaciones del Norte. Sin embargo Yuto 
no se eflcuentra en este conjunto y se agrupa con Ministre RivaBavia y 
Moreno, ambas de la regibn Sur. 
Las poblaciones del sw de Argentina muestrm una importante 
diversidad a pew de la proximidad geqyidica. La distancia promedio entre 
poblacionesdentro de esta r&n fue 0.09. Este valor fue m h  alto que 10s 
obsesvados entre poWones de dgmas de hs 0- regiom, y fue 
tambiCn lniis alto que k &skucia pramedio entre poblaciones de diferentes 
regiones. 
Estos resultados son consistentes con los obtenidos a p& del 
anidisis jer4rquico. 
Es otra vez evidente que las poblaciones no eskh agqadas de 
acuwdo a un pa&& de distribucibn geogdka y que no se encontrb 
diferenciaci6n regional en este pais, a pem del hecho que b s  h i  
i s o e ~ c o s  makzados fueron seleccionados por su alta v ~ ~ .  
La myor discrepancia enbe las distancias genktica y geogriiica se 
evidencia en k a h  diversidad entre poblaciones &l Sur y k dta sindiaul 
entre Y&a con ma poblaciih de esta reg&. 
La &a diversidad dentro de la regibn Sur puede estm relachada 
con el intenso intercambio mnercial de h t a  debido a la p r o s  de la 
CiuW& Aires. 
La de fruta proveniente de diferentes regiones favorece 
la inmigracion de moscas transportadas pasivamente, incrementando la 
diversidad gedtica en dicha Area. 
El ge9 mitocondrial 16s del ADNr ha sido usado por varios autores 
para inferir relaciones entre poblaciones, por debajo dd nivel de familia. 
Este gen acmda mutaciones miis ripidamente que el nuclear ADNr (Ha y 
McPhon 1997). Dicho gen es muy uiil para estudiar rdaciones entre 
insectos desde el nivd de especie hasta d nivel de familia (McPberon y 
Han 1997). 
El yxihsis del pohxfismo para la hgitud de b s  fiagmentos 
generados por endonuchsas de restriccibn en la regibn del gen 16s del 
ADM ndtocondrial a d k a i b  aqurr, mostr6 en estudios previos (en 10s que se 
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u-on las mIsrnas enzimas) v a r k i h  entte poblaciones (McPherm et 
al. 2000-a). Sin embargo, 10s resultados obtenidos en esta tesis son 
consistentes con la identidad taxonomica encontrada entre todas las 
pobkcioges estslciiadas. 
En Wos 10s individuos de las Maentes poblaciones a n a k a h  se 
observi, un hico patrh de restriccibn. Ese patth he, sin embaago, 
diferente de 10s encontrdos en las pob1-s de lkrtioga (Brad) y 
M&da (Venezuela), ttmaado en cuenta la secuencia ctisponible en el 
Gen,Ba& (accesos: AF152067 y AF152066 respectivmente) (McPherm et 
al. 2Q00-a). 
En ipdividms de M&ida y Bertisga estit pesente m sitio Md 1, el 
que puede originar Bos f b p m t o s  de alrededor de 443/444 y 35 pares de 
bases (pb) respedvamente. Este sitio pasece estar presente en las 
pobaaciones eshdiadas aqui, ya que una d i g e a n  parcal produce un 
fiagmento de alrededor de 440 pb. Sin embargo, ma digestibn completa 
produce un m e n t o  de &&dor de 330 jib, sugiriendo la presencia de un 
segmdo sitio p a  esta enzi.ma, amqx probablammte 10s hgmentos 
originados por este segudo sitio no puedan ser reconwidos en un gel por 
su pequefio tamaiio. 
En Bertioga se encontraron 3 sitios para Ase I correspondientes a 
hgmmtos de 276, 57, 23 y 122 pb respectivamente. En MMda La 
secuencia time dos sitios para esta enzima, con fiagmenbs esperados de 
275, 59 y 145 pb respectivmente. Las pblaciones aqui a,na.hadas, en 
cambio, exhibieron dos fragmentos de 280 y 200 pb respedivamente, 
mgiriendo la existencia de lm imico sitio de reconocimiento pars esta 
enzima. 
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La secuencia de Bertioga time un sitio para Ssp I que debe pduc i r  
dos W e n t o s  de 360 y 1 18 pb respdmente.  En Mtkiih bay dos sitios 
presentes 10s que producen tres fiagmentos de 235, 38 y 206 pb 
respectivamente. 
Ambos patrones tambikn difieren de 10s resultados aqui logrados que 
heron dos fhgmentos de 330 y 200 pb respectivamente. 
La secuencia del mismo fiagmento obtenida a part& de moscas 
provenientes de Chiapas (MCxico) (McPheron, comunicaci6n personal) 
tambikn muestra diferencias respecto de 10s patrones obtenidos para las 
poblaciones de Argentina y Pelotas (Brasil). 
Estas conclusiones son consistentes con otras previas (Steck 1991, 
Stecb. y Sheppard 1993) las cuales muestran diversidad macrogeogr4fica 
entre las poblaciones de A. fiaterculus. 
De todos modos las poblaciones argentinas parecen ser bastante 
homogCneas respeto de estos marcadores y 10s presentes resultados 
soportan su identidad especifica. Es decir, no se observ6 diferenciacibn 
regional dentro del pais respecto del fragment0 de ADN mitocondrial 
estudiado. Sin embargo, Cste exhibib variaci6n macrogeogrkfica, si 
comparamos las poblaciones argentinas con las poblaciones de Chiapas 
(MCxico), Merida (Venezuela) y Bertioga (Brasil). 
Respecto del mfisis cladistico elaborado a partir de la 
secuenciacibn del fiagmento correspondiente al gen mitocondrial COII, se 
observa en la fig 3.6 que el irrbol de consenso estricto obtenido, no resuelve 
agrupamientos por localidad geogriifica, salvo en un solo caso de la 
poblacion de Posadas (P3, P6). 
Todos 10s clados resueltos en este hrbol, salvo el agrupamiento de 
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Ashpimo d U s i s  de miclim&nto ( " N e d  chde") que result6 a 
p& de h secumM6n de dicho fiagmmto no mostr6 asociacib 
significativa entre h variabilidd haplotipica y su diSttib& geogrfica. 
Nin* c U  mostr6 a&on geogrxifica s i m m  por lo tanto 
no se puede r e c h  la hipbtesis d a  del d s i s  que phntea que no existe 
asocjacibn s i g d i i v a  entre la variabilidd haplotipica y su distribucibn 
geogrbfica. Ver Tabla 3.12. y Fig.3.8. 
Lo rnismo se observo cuando se analizat.on las distancias de 
wsthcibn mleotidica i9terpobbiodes apLicafldo el algoritmo de 
Neighborn joining, ya que, pobkcimes r u y  akjadm geogr-nte, 
presentaron pwa &stancia gea&ca. El &bol, representado en la fig. 3.9, 
agu@ a las distintas poblaciones sin sew un patrbn acorde a h 
distribucibn geo@ca. 
Con respeck, d miilisis ch&stlco Be1 hgneato comspondiente d 
gen ~ t o c o n d d  16S, se observa que k secuencia que se obtuvo Mere de 
la l~grada para k localidad de Bertioga (Brasil) de acuerdo con la 
i n fmac ih  disponible en d Gene- (AF152067). (McPheron et 
al.2000-a), 
Por otto hdo, el hbol Be consenso estricto que se ve en la fig. 3.1 1 
no resudve agmpami&os por localidad geogrhfica, d v o  en el caw de dos 
haplotips de Caskbar (C2 y 0). 
Los &dos resueltos en este kbol mues- vdores signikativos (> 
50 %) de bootstrap. 
Cuando se adizaron las distancias de sustitucion nucleotidica 
interpoblacioon&s apl iado el algoritm de Neigtrbom joking, que puede 
verse en la fig. 3.12, nuev-ente ocurrib que poblacioms muy de+s 
geo@camente presentason poca distancia genktica. Es decir, 10s 
agrupamientos dd bboI no siguieron un ptr6n acorde a la distribucibn 
geo@ca. 
Podpnos comluir que para ambos genes no existe c m e k i h  entre 
la djstmcia g e a h  de hs pbla&es y k d i d *  g-ca, b que 
p u d ~  a su vez convalidam median& el test de Mantel (1967). 
Por lo tanto, la vmkddiclad gen&ca no xguiria, en este cam, m 
modelo de ai-a por &stancia como cabria esperar F a  marcadores 
neupos. Esta fdh de estmcturach impharia k existencia de dgh grdo 
de flujo g6nico en& las poblacimes estudiadas7 tal vez &omdo por la 
migraci6n pasiva de moscas como comxuencia dd tranqmrte qw hrrce el 
hombre de fiutos atacados. 
Se regamcab que todos b s  marcadores analizados en esta tesis, 
sug4-ieron que las poblaciones estdiadas de Argentina y Brad de A. 
fia$erculus constittyen ma imica especie bi&& y que hs distacias 
gen6h.s W e  ellas no si- un patr6n acorde a su di!.s1ribuci611 
geogifica. 
Otro dato a tener en men@ qw es de hhd importancia 
cuando hablmnos de poblaciones de ma especie biolbgica, es la a u w i a  
entre &IS de m&smos pre y post-cigbticos de ~ ~ n t o  reproductive. 
Petif-Marty et d. (2004-a) estudiar~n d comporhmienfa sexual en 
jadm de camp0 en cuatro pdhciones argenthis de la Mosca 
Sudameri- de k Fwta @=to, HWCO Mdk7 Posrrdas y Ce-r*) y 
probaron t& las combinaciones posibles egtre ellas sin acontrar 
mqqxhentos en 10s apareamhtos ni mecauismos de aiskmiento 
precig6ticos en ningma de las combmciones &cias. 
Petif.-W&y et d. (2002, 2004) an* lambih el ai-o 
poq-cig6tico para dos poblaciones de e m  mosca (Yub y Gmwrdh)),  
r e c m  hevos, p u p  y ahdtosde dos gemaciones. 
D e e  muy diversas ~ ~ o g i a s  se refuerza la W e s i s  de k 
pertenencia de hs poMaciones argentinas Be A padetadim a 
especie biolcrgica. 
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4.3. Conclusiones 
A prop6sito de la pregunta que da titulo a esta tesis, en el marco de la 
discusion sobre el estado taxon6mico de las poblaciones de A. fiaterculus 
(ver item 1.2.3.) y en base a 10s datos moleculares (aportados por este 
trabajo), etol6gicos (Petit-Marty 2002, 2004) y cromos6micos (Manso 
1999), se puede concluir que: 
P Las poblaciones argentinas estudiadas de la Mosca 
Sudamericana de 10s Frutos c d t u y e n  ma  imica especie biologics y no 
existen entre ellas, por el momento, mecanismos de aislamiento 
reproductivo. 
> Todos 10s patrones de variacicin genitica analkados no guardan 
relacibn con la distribucibn geopifica. 
> Se considera, sin embargo, que las poblaciones argentinas, 
respecto de otras poblaciones americanas, podrian constituir ma  entidad 
reproductivamente aislada. Esta aijrmaci6n se basa en: 
a) Los diferentes patrones RFLP encontrados entre nuestras 
poblaciones y las de Chiapas (MCxico), Mkrida (Venezuela) y 
Bertioga (Brasil). 
b) Las diferencias entre las secuencias del fiagmento del gen 16s 
analizado en esta tesis y el publicado para la localidad de 
Bertioga. 
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El aislamiento postcig6tico encontrado entre distintas 
poblaciones del continente y las argentinas (Vera et al. 2004). 
9 Por idtimo, es importante destacar la utilidad que estos datos 
tienen para el empleo de mktodos de control de la plaga, ya sean geneticos 
(TCcnica del Insecto Esteril) o biologicos (liberacion de parasitoides), ya 
que para la apbcacion de &has tknicas, es de fundamental importancia el 
conocimiento biologic0 del organism0 que se quiere combatir y sobre todo 
su identidad taxonomica. 
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A~endice I Andrea Al berti 
Apdndice I: lsoenzimas 
1. Gel de Siembra (Poliacrilamida a1 7 %). Preparados en cubetas de 
vidrio con las siguientes medidas: 17 cm x 15 cm x 0,02 cm. 
Acrilamida: 7,15 g 
Bisadamida: 0,2 g 
TEMED: 140 p l  
Persulfato de amonio: punta de esphtula 
Tampbn de gel: 105 ml (ver apartado 4) 
2. Tampen de extraccicin: 
Tris 0,l M-ClH 12 N hasta pH 7,l 
3.1. Sitemas Mnr, Me y Mdh: 
0,135 M Tris-CitrateEDTA, HONa hasta pH 7 
Tris: 323 g 
Ac. Citrico: 18,9 g 
EDTA: 0,605 g 
3.2. S i s t e m Ao, 6-Pgd y Pgi: 
0.223 M Tris-O,086 M Citrato, HONa hasta pH 6,3 
Tris: 54 g 
Ac. Citrico: 36,15 g 
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33. Sitema Est : 
0,129 M Tris-O,071 M Borato4,003 M EDTA, 
HONa hasta pH 8,8 
Tris : 15,57 g 
Ac. B6rico: 4,417 g 
EDTA: 1,063 g 
3.4. Sistema Got : 
0,34 M Tris-O,OS M Citrato, HONa hasta pH 8 
Tris : 41,6 g 
Ac. Citrico: 16,5 g 
3.5. Sitema Amp : 
0,2 M Phosphatos (Monobiisico y Dibkico) pH 7 
Phosphato monobasico: 390 ml(24,2 g / 1) 
Phosphato dibiisico: 610 ml(28,6 g / 1) 
4. Tampones de gel: 
4.1. Sistemas Mnr, Me y Mdh: 
1 tamp6n de corrida : 3 H20 
4.2. Sitemas Ao, 6Pgd y Pgi: 
0,008 M Tris-O,003 M Citrato, HONa hasta pH 6,7 
Tris: 0,97 g 
Ac. Cittico monohidratado: 0,63 g 
4.3. Sistema Est: 
0,09 M T1is-0~05 M Borat0-0~002 M EDTA, HONa hasta pH 9 
Tris: 10,89 g 
Ac. Borico: 3,092 g 
EDTA: 0,672 g 
4.4. Sistema Got: 
0,038 M Tris-0,0025 M Citrato, HONa hasta pH 8,7 
Tris: 4,605 g 
Ac. Citric0 monohidratado: 0,525 g 
4.5. Sisterna Amp: 
0,01 M Phosphatos (Monobkico y Dibkico) pH 7 
1 tamp6n de corrida : 19 H20 
5. Sistemas de Tincicin: Tampones, colorantes, coenzimas y sustratos: 
5.1. Enzima Mnr: 
Tampon: 0,05 M Tris pH 7 = 50 ml 
MTT: 12,50 mg 
NADH: 16,66 mg 
Menadione: 16,66 mg 
5.2. Enljma ME: 
Tamp6n: O,1 M Tris pH 8,4: 10 ml + H20: 373 ml + 
ClMg 10%: 0,5 ml + Sustrato mfico: 2,5 ml (ver 5.3.) 
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NBT: 10mg 
PMS: 5mg 
NADP: 10 mg 
5.3. Enzima Mdh: 
Tampon: 0,5 M Tris pH 7,l: 5 ml + H a :  40 ml 
+ Susbto mhhco: 5 ml 
MTT: 15 mg 
PMS: 1 mg 
NAD: 25 mg 
Sustrato mdico: L-malato: 13,4 g + H20: 
5 ml, 5 N Na2C03 hasta pH 7 
5.4. Enzima Est: 
Tampbn: 0,2 M Phosphatos (Monobkico: 34,25 ml y 
Dibhsico: 15,75 ml) pH 6,5: 50 ml 
FBRRS 40 mg 
a Naftil acetato 40 mg + lml de acetona 
f3 Naftil acetato 40 mg + lml de acetona 
5.5.Enzima Got: 
Tampon: 0,2 M Phosphatos (Monobkico: 8 ml y 
Dibasico: 42 ml) pH 7,5: 50 ml 
FBBBS 150 mg 
Piridoxal 1-5-phosphato 1 mg 
Ac. L-aspihtico 226 mg 
Ac. L-cetoglu~co 37 mg 
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5.6. Enzirna Amp: 
Tampon: (Solucion A: 50 ml + Solucion B: 10 ml) pH 5,8 
Soluci6n A: NaOH: 4 g + Ac. Maleico: 9,8 g en 500 ml de H20 
Solucibn B: NaOH: 6,4 g en 500 ml de H20 
Frasco I: FBKS: 30 mg + F garnet GBC: 
punta de espatula + tampon: 60 ml 
Frasco I1 : L-Leucyl-PNaphty1amid.a ClH: 70 mg 
+ Metanol 10%: 10 ml 
Verter sobre el gel ambos fiascos (I y II) 
5.7. Enzima Pgi: 
Tampon: 0,05 M Tris pH 8: 50 ml 
MTT 15 mg 
PMS 2mg 
Fructosa-6-P 20 mg 
MgC12 100 mg 
Glucosa-6-Phosphato deshydrogenasa 40 U 
NAD 15 mg 
NADP 15 mg 
5.8. Enzima AO: 
Tampon: 0,2 M Tris pH 9: 50 ml + Benzaldehido: 1 ml 
NBT 20mg 
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5.9. En$ma 6-Pgd 
Tampon: 0,05 M Tris pH 8: 50 ml 
MTT 15 mg 
PMS 2 mg 
Mg cl2 50 mg 
NADP 15 w 
Ac. 6-P-Gluconico 40 mg 
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Ap6ndice II: ADN 
Extraccidn de ADN: 
1. Colocar en un tubo EppendorBF de 1'5 ml un individuo con 250 fl de 
solucion A 
2. Homogeneizar la mosca con un tip azul con la punta roma lograda por 
calor. 
3. Agregar 250 fl de solucibn B. Incubar sobre hielo lo'. 
4. Agregar igual volumen de fenol y homogeneizar suavemente para no 
hacer burbujas. Dejar sobre hielo 3'. 
5. Centdbgar en microcentrihga 5' a 4" C a 14.000 rpm. 
6. Extraer la c a p  acuosa. Pasarla a un nuevo tub Eppendorf y agregar 
igual volumen (aproximadamente 400 fl) de fenol : cloroformo : alcohol 
i s o d c o  (25 : 25 : 1). Mezclar bien e incubar en hielo 3'. 
7. Centdbgar en microcenbifbga 5' a 4" C a 14.000 rpm. 
8. E-er la c a p  acuosa. Pasar a otro tubo Eppendorf. Agregar igual 
volumen de cloroformo : alcohol isoamilico (24 : 1). Agitar suavernente 
con golpecitos con el dedo. 
9. Cenldbgar en microcentrifuga 5' a 4" C a 14.000 rpm. 
10. Extraer el sobrenadante. Pasar a un nuevo tubo Eppendorf 
11. Agregar 0'1 volhenes de Acetato de amonio y 1000 fl de alcohol 
absoluto fiio. Invertir el tubo suavemente vanias veces. 
12. Incubar 30' a - 20" C. 
13. Centdbgar en microcentrihga 15' a 14.000 rpm 
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14. Descartar sobrenadante. Con golpes con el dedo despegar el pellet. 
15. Agregar 50 pl de alcohol 70 % B o  
16. Cen&gar en microcentrifbga 10' a 14.000 rpm. 
17. Descartar sobrenadante tratando de no remover el pellet 
18. C o l m  el tubo boca abajo sobre papel absorbente o en ba6o de 60" C 
para que se evapore totalmente el liquido. 
19. Redisolver el pellet en 100 pl de 1 X TE 
20. Ensayar una pequeiia alicuota sobre un minigel de agarosa a12 % con un 
ADN patron, para estimar concentraci6n y guardzr el resto a - 20" C hasta 
que se realicen 10s experimentos. 
PCR. 
Cada tub0 de reaci6n contiene aproximadamente en un volhnen final 
de 50 pl 10s siguientes elementos: 
50 ng de ADN genbmico de un individuo. 
100p.Mdecadaunodelos4dNTP. 
60 ng de cada cebador. 
buffer 1X de la Taq polimerasa (10 mM Tris- HC1, pH 9, a 25"C, 50 
mM KC1,O. 1% Triton X- 100). 
2 mM MgC12. 
2,5 unidades de Taq polimerasa (Promega Madison, Wi, USA). 
C e n e g a r  y colocar en el termociclador 
El termociclador (Techne Pogene Cambridge UK) se program6 como se 
d e s m i  en McPheron et al(2000-a) de la sigueinte forma: 
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1 ciclo de desnatmdkacion a 94°C por 1 min 
40 ciclos de annealing, cada uno con un primer paso de 
desnaturalizacion a 93°C por 1 min, un segundo paso de annealing a 
45°C por 2 min, y un tercer paso de extensibn a 72°C por 2 min. 
1 cich, de extension final de 94°C por 1 min, 50°C por 1 min, 72°C por 
9 min. 
Fragment0 comzpndiente J gen COII: 
1 ciclo de desnatmahicibn a 94°C por 4 min 
30 ciclos de annealing cada mo con un primer paso de desmdm&mcih 
a 94°C por 30 seg, un segundo paso de annealing a 50°C por 1 min, y un 
term paso de extensibn a 72°C por 2 min. 
1 ciclo de extensibn final de 72°C por 10 min. 
Rcdkar un ensayo en un gel de agarosa al0,8 - 1 % para cornprobar si 
hub0 reaccion 
Digestion : 
Preparar una mezcla de tamp6n (5g por tubo + 1) se& lrrs insfmcciones 
de cada enzima. 
Agregar 5pl de de BSA diluido por t u b  + 1. 
Agregar H20 hasta completar 50pl de v o h e n  final por trrbo + 1 
Agregar a la mezcla anterior la enzima (lfl por tub0 + 1). 
Aproximadamente 5 y 10 uuidades de enzima por fl (dependindo de la 
enzima). 
Colocar 20 pl de la mezcla en cada tub0 mbre hielo. 
155 
Agregar 30 pl de ADN product0 de la PCR en cada tubo. 
Centrifilgar. 
Incubar a1 menos durante una hora a 38" C. 
Realizar un ensayo en un gel de agarosa al0,8 - 1 % para comprobar 10s 
resultados. 
Soluciones: 
Solucicin de BSA diluido: 
104  de BSA + 90pl de Hfl 
Solucicin A. Preparar en fiasco e s M  y conservar a - 20' C: 
2 M Tris - ClH pH 8: 0,25 ml 
5 M ClNa; 0,60 ml 
sacaro.sa 50 %: 5 ml 
0,25 M EDTA pH 8: 2 ml 
H20 autoclavada: 42 ml 
Solucicin B. Preparar en fiasco estM y comewar a - 20" C: 
2MTris-ClHpH8: 7,5ml 
SDS 10 %: 6,2 rnl 
Sacarosa 50 %: 5 ml 
0,25 M EDTA pH 8: 20 ml 
H20 autoclavada: 11 ml 
10 X TE. Autoclavar 
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2 M Tris: 20 ml 
0,25 M EDTA: 16 ml 
H20 autoclavada: 364 ml 
1 X TE. Autoclavar 
10 X TE: 10 ml 
HzO autoclavada: 90 ml 
TAE5OX 
Tris: 242 g 
Ac. Acktico Glacial: 57,l ml 
0,25 M EDTA pH 8: 200 ml 
Llevar a 1000 cc con H20 autoclavada 
Tm@n loading. Conservar a 4" C. 
Azul de bromophenolO,25 %: 0,025 g 
Xylan cianol FF 0,25 %: 0,025 g 
Sacarosa 40 % en agua: 4 g  
H20 autoclavada: 10 ml 
Gel de agarosa a1 078 - 1 % 
Agarosa: 1,36g 
TAE 10 X: 17 ml 
H20: 153 ml 
Awndice II Andrea Al berti 
Llevar al microondas hash que comience a hervir y dejar &ar hasta 
que no queme a1 k t o .  
Agregar 8,5 pl de Bromuro de Etidio 
En la policubeta colocar en la psici6n: 1 3 pl del ADN pair611 + 2 p% de 
tamp6n loading + 6 pl de H20. 
Y en las posiciones restantes : 8 pl del product0 (PCR o D1gesti6n) + 2 jd 
de tamp6n loading + 2 jd de H20. 
Sembrar en el gel con micropipeta y r e a h  la corrida en el t.stmp6n TAE 
10 X a 70 mA durante 30' - 1 h. 
